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1.1 Das Epstein-Barr Virus 
1964 isolierten Anthony Epstein, Yvonne Barr und Budd Achong aus B-Zell-Linien, die aus 
Burkitt-Lymphomen hervorgegangen sind, herpesvirusähnliche Partikel (Epstein et al., 1964). 
1966 beschrieben dann Klaus Hummeler, Gertrude Henle und Werner Henle die Feinstruktur 
des Erregers und erkannten in ihm ein neues Herpesvirus (Hummeler et al., 1966). Er wurde 
nach den Entdeckern Epstein-Barr-Virus (EBV) genannt. Der systematische Name des Virus ist 
humanes Herpesvirus 4. 
Das Virus gehört zu den humanen γ-Herpesviren und hat ein sehr enges Wirtsspektrum (Über-
sicht Kieff und Rickinson 2001). Es besitzt ein doppelsträngiges DNA-Genom von ungefähr 
172 kb Größe und ist das erste Herpesvirus, dessen Genom kloniert und vollständig sequenziert 
wurde (Baer et al., 1984). EBV ist weltweit verbreitet und 95 % der Erwachsenen sind se-
ropositiv. Infizierte Personen besitzen lebenslang nach der Primärinfektion EBV-positive B-
Zellen im Blut und scheiden in unterschiedlichen Mengen Virus über den Speichel aus (Yao et 
al., 1985). Auf diesem Weg wird der Virus von Mensch zu Mensch übertragen. 
In Europa und den USA erfolgt die Infektion meist im Jugendlichen- und frühen Erwachsenen-
alter und ist oft verbunden mit den Symptomen einer infektiösen Mononukleose (vgl. Abschnitt 
1.2). Der Übertragungsweg über den Speichel gab der mit der Infektion verbundenen Mono-
nukleose im englischsprachigen Raum die Bezeichnung „kissing disease“. In China und den 
Entwicklungsländern sind aufgrund der geringen Hygiene bzw. der mancherorts noch üblichen 
Mund-zu-Mund-Fütterung von Kleinkindern alle Kinder im Alter von etwa zwei Jahren sero-
positiv. Bei der Primärinfektion mit dem Virus beträgt die Inkubationszeit ca. vier bis sechs 
Wochen. Sie verläuft im Kindesalter meist asymptomatisch. Von der frühen Phase der Infek-
tion, die der oralen Übertragung des Virus folgt, ist wenig bekannt. Es ist unklar, ob B-Zellen 
direkt infiziert werden oder ob Epithelzellen bei der Infektion involviert sind. 
Der Lebenszyklus des EBV weist wie andere Herpesviren eine lytische und eine latente Phase 
auf. Das Virus-Genom liegt linear in den Viruskapsiden vor und wird bei Eintritt in die Zelle 
zirkularisiert. In der lytischen Phase kommt es zur Expression fast aller viralen Gene und zur 
DNA-Replikation. Viruspartikel werden produziert und durch die Lyse der Wirtszellen freige-
setzt. Die latente Phase zeichnet sich durch die Expression von nur 11 viralen Genen aus, von 




keine Viren produziert. Die so genannten latenten Proteine sind entweder im Kern (EBNA-1, -
2, -3A, -3B, -3C und –LP) oder in der Plasmamembran (LMP1, LMP2A und LMP2B) der 
infizierten B-Zelle lokalisiert. Zusätzlich werden zwei nicht polyadenylierte RNAs, EBER1 
und EBER2, transkribiert, die in allen Formen der Latenz vorhanden sind. 
Die infizierten Zellen verändern sich zu lymphoblastoiden Zellen. Da bis auf EBNA1 alle la-
tenten Proteine Epitope tragen, die auf MHC-KlasseI-Molekülen der B-Zelle präsentiert wer-
den, löst die Proliferation dieser Zellen eine massive humorale und zelluläre Immunantwort 
aus, die eine unkontrollierte Expansion der infizierten Zellen verhindert (Rowe, 1999). Diese 
Form der Latenz wird als Latenz III bezeichnet und findet sich in der infektiösen Mononukleo-
se und lymphoproliferativen Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten. 
Neben der ersten Expansionsphase, der Latenzphase III, zeigt das Virus noch zwei weitere Ex-
pressionsmuster, die Latenzphase I und II genannt werden. In diesen Phasen entgeht das Virus 
der Überwachung durch das Immunsystem und kann lebenslang in den Wirtszellen persistieren. 
In der Latenzphase I, die in ruhenden Gedächtnis-B-Zellen nachgewiesen wurde, werden nur 
EBNA1 und die EBER RNAs exprimiert. Das Genom liegt in mehrere Kopien als Episom vor 
und wird bei der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Auf welche Weise EBV in 
Gedächtnis-B-Zellen gelangt, wird momentan noch kontrovers diskutiert (Babcock et al., 2000, 
Kurth et al., 2000). Die Latenz I ist auch für Burkitt-Lymphome charakteristisch. 
Einige EBV-positive B-Zellen exprimieren EBNA1, LMP1, LMP2A und die EBER RNAs. 
Dieses Expressionsmuster wird als Latenz II bezeichnet. Es wird vermutet, dass es sich dabei 
um ein Übergangstadium zwischen der proliferativen Phase der Latenz III und viralen Persis-
tenz in Latenz I handelt. Man findet die Latenz II aber auch in Tumorzellen von Hodgkin-Lym-
phomen und undifferenzierten Nasopharynxkarzinomen. 
Als in vitro Modell für die latente EBV-Infektion werden lymphoblastoide Zell-Linien (LCLs) 
angesehen, die durch die Infektion primärer, humaner B-Zellen mit EBV entstehen (Thorley-
Lawson und Mann 1985). Die Zell-Linien zeigen das Expressionsmuster der Latenz III, doch 
nicht alle Gene sind für die Proliferation EBV-immortalisierter Zellen essentiell (Übersicht 
Kieff und Rickinson, 2001). EBNA3B und die EBER-RNAs scheinen keine Rolle zu spielen. 
EBNA-LP, LMP2A und LMP2B steigern zwar die Effizienz des Immortalisierungsprozesses, 






EBNA1 ist ein DNA-bindendes Kernprotein, das für die Replikation und Aufrechterhaltung des 
episomalen EBV-Genoms wichtig ist. Es bindet den viralen Replikationsursprung oriP (Kieff 
und Rcikinson, 2001) und vermittelt die Rekrutierung des zellulären ORC-Komplexes 
(Schepers et al., 2001). Die korrekte Segregation der Episome während der Zellteilung wird 
ebenfalls von dem Protein vermittelt (Aiyar et al., 1998, Yates et al., 1985). EBNA1 kann 
außerdem mit zwei Stellen in der Nähe des Qp Promotors interagieren und so seine eigene 
Expression negativ regulieren (Nonkwelo et al., 1996). Das Protein beinhaltet eine Glycin-
Alanin-Repeat-Sequenz, deren Größe in verschiedenen EBV-Isolaten variiert (Young und 
Murray, 2003) und die die proteolytische Degradation von EBNA1 durch den Proteasomen-
Komplex unterbindet (Levitskaya et al., 1995). Durch diesen Mechanismus wird die Präsen-
tation von Antigenen auf der Zelloberfläche durch MHC-KlasseI-Moleküle verhindert 
(Levitskaya et al., 1997). Zusätzlich ist EBNA1 auch ein transkriptioneller Regulator viraler 
EBV-Gene und damit des transformierenden Phänotyps, den diese erzeugen (Altmann et al., 
2006). Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation eines bestimmten Sequenzabschnitts von 
EBNA1 (UR1) die Transkription des viralen Promotor Cp unterbindet, wodurch eine 
Wachstumstransformation von B-Zellen nicht mehr möglich ist. 
EBNA2 
EBNA2 aktiviert die Transkription von zellulären und viralen Genen und ist für die B-Zell-
Transformation essentiell. Zu den aktivierten Genen gehören z. B. die B-Zell-Aktivierungsmar-
ker CD23 und CD21 (Calender et al., 1987, Wang et al., 1990) sowie die viralen Gene LMP1 
und LMP2 (Abbot et al., 1990, Zimber-Strobl et al., 1991). EBNA2 transaktiviert auch den vi-
ralen Cp Promoter, von dem aus die Transkription der EBNA-Gene reguliert wird. (Jin und 
Speck, 1992, Sung et al., 1991). EBNA2 bindet nicht direkt an DNA, sondern wird über die 
Interaktion mit dem DNA-bindenden Protein RBP-Jκ (Grossmann et al., 1994) in die 
Promotorregion EBNA2-regulierter Gene rekrutiert. Da auch aktivierte Notch-Rezeptoren über 
die Interaktion mit RBP-Jκ Genexpression modulieren, wird angenommen, dass EBNA2 als 
biologisches Äquivalent zu einem aktivierten Notch-Rezeptor fungiert (Zimber-Strobl et al., 
2001). 
EBNA3A-C 
Versuche mit rekombinantem EBV zeigten, dass EBNA3A und EBNA3C für die in vitro 




scheint (Robertson et al., 1996). Die beiden Proteine sind an der transkriptionellen Regulation 
viraler und zellulärer Gene, wie z. B. CD21 und LMP1, beteiligt (Allday et al., 1993, Silins und 
Sculley, 1994, Wang et al., 1990). Alle EBNA3 Proteine können mit RBP-Jκ interagieren, 
verhindern damit die Bindung des EBNA2/RBP-Jκ-Komplexes an die DNA und regulieren 
dadurch die EBNA2-vermittelte Transaktivierung (Robertson et al., 1995). 
LMP1 
LMP1 ist essentiell für die B-Zell-Transformation in vitro und zeigt onkogenes Potential in 
Nager-Fibroblasten (Wang et al., 1985, Kaye et al., 1993). Auch in vivo konnte das Protein als 
virales Onkogen identifiziert werden (Kulwichit et al., 1998, Wilson et al., 1990). LMP1 agiert 
als konstitutiv aktiver Rezeptor (Gires et al., 1997), der eine Reihe von Charakteristika mit 
Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Familie, besonders CD40, gemeinsam hat. Es aktiviert den 
kanonischen und den nicht-kanonischen NFκB-Signalweg (Eliopoulos et al., 2003, Huen et al., 
1995). Außerdem werden der JAK-STAT Signalweg (Gires et al., 1999), sowie die p38 
MAPK- und die JNK/AP1-Signalkaskade aktiviert (Kieser et al., 1999, Kieser et al., 1997). 
Dadurch induziert LMP1 die Expression von anti-apoptotischen Genen wie Bcl-2 (Henderson 
et al., 1991), von Cytokinen wie IL6 (Eliopoulos et al., 1997 u. 1999), von Adhäsionsmole-
külen wie ICAM-1 (Rowe, 1995) und von B-Zell-Aktivierungsmarkern wie CD21 (Wang et 
al., 1990, Dirmeier et al., 2005). 
1.2. EBV-assoziierte Erkrankungen 
Das Epstein-Barr-Virus (EBV) kann unbehelligt vom Immunsystem lebenslang im Menschen 
persistieren (Babcock et al., 1998). Neben den Symptomen einer Primärinfektion (siehe 
Infektiöse Mononukleose) hat die Koexistenz mit dem Virus für die meisten infizierten Men-
schen keine ernsten Konsequenzen. Bei einigen Individuen jedoch ist das Virus an der 
Entstehung von bösartigen Tumoren beteiligt. Er ist daher ätiologisch eng mit verschiedenen 
malignen Erkrankungen des Menschen assoziiert. 
Zu diesen Erkrankungen gehören Burkitt-Lymphome (BL), Hodgkin-Lymphome (HL), einige 
T-Zell-Lymphome sowie lymphoproliferative Erkrankungen bei immundefizienten Patienten. 
Während in gesunden Menschen die durch EBV hervorgerufene Proliferation von B-Zellen 
durch das Immunsystem kontrolliert wird, kann es in immunsupprimierten Patienten zu einer 
unkontrollierten Proliferation der infizierten B-Lymphozyten kommen. Transplantations- und 




(Freter, 1990, Gratama et al., 1991, Craig et al., 1993, Thomas et al., 1993). Auch einige epi-
theliale Tumoren wie Magenkarzinome und Nasopharynxkarzinome (NPK) sind mit EBV 
assoziiert (Niedobitek et al., 2001). Auf einige dieser Erkrankungen wird im Folgenden 
genauer eingegangen. 
Infektiöse Mononukleose 
Bei der Primärinfektion mit dem Epstein-Barr-Virus treten bei Jugendlichen und Erwachsenen 
gehäuft die Anzeichen einer infektiösen Mononukleose (IM) auf. Diese selbstlimitierende, lym-
phopoliferative Erkrankung wird auch „Pfeiffersches Drüsenfieber“ bzw. im englischsprachi-
gen Raum „kissing disease“ genannt. Anzeichen für eine Erkrankung sind Halsschmerzen, Fie-
ber und geschwollene Lymphknoten. Teilweise kommt es auch zu Hautausschlägen und Milz-
schwellungen. Die Symptome klingen üblicherweise nach ein paar Wochen ab, wobei das Vi-
rus aber lebenslang im Körper verbleibt. 
In der akuten Phase der Infektion sind bis zu 10 % der im Blut zirkulierenden B-Lymphozyten 
EBV-positiv. Die Infektion führt zu einer starken Stimulation der T-Zellen, die in der akuten 
Phase bis zu 50 % der atypischen Lymphozyten im Blut ausmachen und für einen Großteil der 
Symptome verantwortlich sind. Nach Ablauf der akuten Phase findet man die latent mit EBV 
infizierten Gedächtnis-B-Zellen im Blut und in den lymphatischen Organen. Von einer Million 
Gedächtnis-B-Zellen sind nur 1 bis 50 infiziert (Thorley-Lawson, 2001). 
In sehr seltenen Fällen klingen die Symptome der IM nicht vollständig ab. Die Patienten ent-
wickeln eine chronisch-persistierende Infektion. Dabei sind neben Viren in der Latenzphase 
auch vermehrt Viren in der lytische Phase zu finden. Die Symptome dieser chronischen Infek-
tion sind geringer ausgeprägt als bei der akuten Infektion, können aber über Monate und sogar 
Jahre hinweg andauern. 
Tödliche Verläufe der Krankheit treten nur familiär gehäuft bei Männern mit einem Gendefekt 
auf dem X-Chromosom auf. In diesen Patienten mit XLP-Syndrom (auch Duncan-Syndrom) ist 
das SAP-Gen mutiert oder fehlt ganz, was zu Defekten in der lytischen Aktivität von T- und 
NK-Zellen führt (Dupre et al., 2005).  Dadurch kann das Immunsystem nicht mehr effektiv auf 
die Infektion mit EBV reagieren (Purtilo et al., 1975). Es kommt zu multiplem Organversagen 




Das Burkitt-Lymphom (BL) 
1961 beschrieb der englische Arzt Denis Burkitt ein Lymphom, das bei Kindern und Jugendli-
chen in Ost- und Zentralafrika vorkommt (Burkitt und O´Conor, 1961). Das BL tritt in 
Äquatorialafrika und in Neuginea bei Kindern im Alter von etwa sieben bis neun Jahren 
endemisch auf und ist mit einer Inzidenz von fünf bis zehn Fällen pro 100 000 Personen und 
Jahr die häufigste kindliche Tumorerkrankung in Afrika. Etwa 95 % dieser Burkitt-Lymphome 
enthalten EBV in den transformierten Zellen. Die endemische Form manifestiert sich über-
wiegend als schnell wachsender Tumor des Kiefer- und Gesichtsbereichs oder des Abdomens. 
Bei der sporadischen Form dieses Lymphoms, die weltweit mit geringerer Inzidenz vor allem 
bei Erwachsenen zu finden ist, sind nur 20 % mit EBV assoziiert (Kieff und Rickinson, 2001). 
Burkitt-Lymphome kommen auch im Zusammenhang mit einer HIV-Infektion vor. Nur 30 - 40 
% der Fälle von AIDS-Burkitt-Lymphomen ist mit EBV-assoziiert. 
Alle BL-Tumore, unabhängig von ihrem geographischen Vorkommen oder einer AIDS-Asso-
ziation, weisen spezifische Chromosomentranslokationen des langen Armes des Chromosoms 8 
auf. In dieser Genomregion liegt das c-myc-Gen. Die Region wird entweder auf das Chro-
mosom 14 oder seltener auf die Chromosomen 2 oder 22 übertragen. In allen Fällen ge-langt 
das Protoonkogen c-myc unter die Kontrolle von Elementen, die in B-Zellen Genaktivität ver-
stärken, wodurch hohe Konzentrationen des c-myc-Proteins in den Zellen vorliegen. In etwa 30 
% der Fälle finden sich zusätzlich Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 (Farrell et al., 
1989, Gaidano et al., 1991). In den Tumorzellen scheint EBNA1 als einziges virales Protein 
durchweg detektierbar zu sein (Hatzubai et al., 1987, Gregory et al., 1990), wobei unklar ist, 
welchen Beitrag EBNA1 bei der Entstehung dieser Tumoren leistet. EBER-Transkripte sind 
ebenfalls in den Tumoren vorhanden (Young und Rickinson, 2004). Dieses Expressionsmuster 
wird als Latenz I bezeichnet.  
Das Hodgkin-Lymphom (HL) 
Schon 1966 postulierte Brian MacMahon, dass das Hodgkin-Lymphom durch einen Infektions-
erreger verursacht wird (MacMahon, 1966), aber erst 1987 konnten Lawrence M. Weiss und 
seine Kollegen als Erste das Vorhandensein von EBV-DNA in HL-Gewebeproben nachweisen 
(Weiss et al., 1987). Der Tumor macht ca. 20 % aller Lymphome der westlichen Welt aus und 
hat eine steigende Inzidenz. In den westlichen Ländern enthalten 20 - 50 % der Hodgkin-
Lymphome virale DNA, und die EBV-positiven Tumorzellen produzieren die EBER-RNAs 
und die latenten Proteine EBNA1, LMP1 und LMP2A (Latenz II, Deacon et al., 1993). In den 




Die Lymphome entwickeln sich in den sekundären lymphatischen Organen wie der Milz oder 
den Lymphknoten. Histologisch sind sie durch mononukleäre Hodgkin- und polynukleäre 
Reed-Sternberg-Zellen gekennzeichnet, die nur ca. 1 % der Tumormasse ausmachen und mit 
einer großen Zahl von Lymphozyten und anderen immunologisch aktiven Zellen vermischt 
sind. Der Ursprung der Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen wurde lange diskutiert, aber 
durch eine Untersuchung ihrer Ig-Gene konnte geklärt werden, dass sie von B-Lymphozyten 
des Keimzentrums abstammen und klonal sind (Crawford, 2001, Anagnostopoulos et al., 
1989). Ungefähr 25 % der Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen können aufgrund von Mutationen 
keinen funktionsfähigen B-Zell-Rezeptor exprimieren (Marafioti et al., 2005). Die meisten 
dieser B-Zell-Rezeptor-negativen HL sind EBV-positiv, was eine Beteiligung des Virus bei der 
Entstehung der Krankheit vermuten lässt. Mancao und Kollegen konnten zudem zeigen, dass 
LMP2A die Funktion des B-Zellrezeptors imitiert und so B-Zell-Rezeptor-negative B-Zellen 
durch ein Überlebenssignal vor der Apoptose bewahrt (Mancao et al., 2005). Die Rolle, die 
EBV bei der Entwicklung von Hodgkin-Lymphomen spielt, ist allerdings noch nicht ganz 
verstanden. 
Das undifferenzierte Nasopharynx-Karzinom (NPK) 
Bei dem undifferenzierten Nasopharynxkarzinom handelt es sich um einen Tumor im Nasen-
Rachen-Raum, der mit einer Inzidenz von 20 – 30 Erkrankungen pro 100 000 Personen pro 
Jahr der häufigste Tumor in China und Südostasien ist. In anderen Teilen der Welt kommt das 
Karzinom nur selten vor. Es entwickelt sich als Primärtumor in der Rosenmüllerschen Grube 
des Nasopharynx aus Epithelzellen. Typische Symptome sind Einschränkung des Gehörs, Na-
senbluten und eine Blockierung der Ohrtuben. Der Tumor metastasiert rasch, so dass die meis-
ten Patienten durch die Verbreitung der Tumorzellen im lymphatischen System Sekundärtumo-
ren ausbilden (Crawford, 2001). 
Eine Verbindung zwischen EBV und dem NPK wurde schon 1966 vermutet (Old et al., 1966), 
aber erst später konnte EBV-DNA in Biopsien nachgewiesen werden (zur Hausen et al., 1970, 
Wolf et al., 1973). Beim undifferenzierten NPK wird in fast allen Fällen EBV-DNA gefunden, 
wohin gegen eine Assoziation mit dem Virus in differenzierteren Subtypen des Karzinoms 
kontrovers diskutiert wird (Thompson und Kurzrock 2004). Die Monoklonalität der EBV-
Genome in den undifferenzierten Tumoren wurde durch eine Untersuchung der terminalen 




Durch die auffällige geographische Verbreitung wird eine genetische Prädisposition vermutet. 
Auch Umweltfaktoren, wie die Ernährung, scheinen eine Rolle bei der Entstehung der Karzino-
me zu spielen. So gibt es Hinweise auf eine Verbindung mit Nitrosaminen, die dort in größeren 
Mengen in der Nahrung (gesalzener Fisch) vorkommen (Yu et al., 1986, Armstrong et al., 
1998). In Nasopharynxkarzinomen lassen sich virale Transkripte von EBNA1, LMP1, LMP2A 
und die EBER-RNAs nachweisen. Dies entspricht einer Latenz II. Welche Rolle diese viralen 
Proteine bei der Tumorentstehung spielen, ist in den meisten Fällen noch unklar (Kieff und 
Rickinson, 2001). 
1.3. In vivo Modelle für EBV 
Die Forschung am Menschen ist aus offensichtlichen ethischen und praktischen Gründen 
schwierig. Da EBV nur humane Zellen infiziert, war die bisherige Forschung meist auf in vitro 
Versuche beschränkt, denen die Komponenten und die Komplexität eines lebenden Organis-
mus fehlen. Um trotzdem z. B. die Entstehung von EBV-positiven Tumoren in vivo studieren 
zu können, müssen geeignete Tiermodelle entwickelt werden. Dazu gibt es für EBV verschie-
dene Ansätze. Einige der Tiermodelle benutzen humanes EBV, während andere EBV-verwand-
te Herpesviren aus Tieren verwenden. 
1.3.1 Tiermodelle mit humanem EBV 
Infektion humanisierter Mäuse mit EBV 
In Menschen und Mäusen sind viele biologische Mechanismen ähnlich, aber es gibt signifikan-
te Unterschiede z. B. in der Struktur und Funktion des Immunsystems. Humanisierte Mäuse 
wurden mit dem Ziel geschaffen, ein Tiermodell für die Untersuchung des humanen Immun-
systems in Mäusen zu haben. Humanisiert bedeutet in diesem Zusammenhang, dass in Mäuse 
humane Immunzellen oder humane, hämatopoetische Stammzellen transferiert wurden, um ein 
humanes Immunsystem zu etablieren. Damit dies möglich ist, müssen die Tiere immundefi-
zient sein (Überblick Thomsen et al., 2005). 
Es gibt eine ganze Reihe verschiedener, immundefizienter Mäusestämme. Ich möchte hier nur 
auf eine Auswahl davon eingehen und Versuche in den Mittelpunkt rücken, bei denen humani-
sierte Mäuse mit EBV infiziert wurden. 
Die ersten immundefizienten Mäuse, bei denen es gelang ein humanes Immunsystem zu re-




einem Gen, das für die DNA-Reparatur nötig ist. Dadurch ist die Rekombination der VDJ-
Segmente bei der Bildung der T- und B-Zell-Rezeptoren inhibiert, was zu Defekten in der T- 
und B-Zell-Entwicklung führt. Die Deletion wirkt sich aber auch negativ auf die allgemeine 
Fähigkeit zur DNA-Reparatur aus, was die Mäuse sensitiv gegenüber Bestrahlungen macht. 
Davon abgesehen besitzen diese Mäuse ein intaktes, angeborenes Immunsystem (NK-Zellen, 
Makrophagen, usw.). Der Defekt ist allerdings nicht vollständig, da ungefähr 2 – 23 % der 
Mäuse eine begrenzte Zahl von funktionsfähigen B- und T-Zellen entwickeln (Überblick 
Johannessen und Crawford, 1999). Außerdem entstehen spontan in ca. 15 % der Mäuse T-Zell-
Lymphome. Eine Entwicklung von B-Zell-Lymphomen in den Mäusen wurde nicht beobachtet. 
Gewöhnlich werden SCID-Mäusen EBV-positive periphere, mononukleare Blutzellen 
(PBMCs) intraperitoneal injiziert. Im Blut und den lymphatischen Organen der Mäuse werden 
humane Lymphozyten gefunden und es entwickeln sich innerhalb von 6 - 16 Wochen EBV-
positive humane B-Zell-Lymphome, wobei die Inzidenz, der Zeitpunkt des Auftretens und die 
Aggressivität der Tumore variabel und abhängig von Spender der Zellen sind (Murphy 1996). 
Das gleiche Ergebnis konnte bei Mäusen beobachtet werden, die EBV-negative PBMCs 
erhalten hatten und anschließend mit EBV infiziert wurden. Auch die Injektion von LCLs 
führte zu Tumorbildung. EBV konnte durchweg in allen Tumoren nachgewiesen werden und 
Tumorzellen exprimierten latente EBV-Gene (Latenz III). 
Allerdings ist die Etablierung eines humanen Immunsystems sehr variabel, was unter anderem 
an der fehlenden Standardisierung der Protokolle liegt. Humane Zellen werden zudem durch 
das intakte, angeborene Immunsystem (NK-Zellen) bekämpft. Es kommt bei diesem Maus-
stamm zum Auftreten von Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankungen (engl. graft-versus-host). 
Das äußert sich in Milzvergrößerungen und Lebererkrankungen und führt unter Umständen 
zum Tod. 
Um den in SCID-Mäusen relativ niedrigen Grad an Rekonstitution von humanen Zellen zu er-
höhen, wurde ein weiterer Mausstamm geschaffen, die NOD/SCID-Mäuse. Diesen Mäusen 
fehlen nicht nur funktionsfähige B- und T-Zellen, sondern sie besitzen auch eine verminderte 
Funktion ihrer NK-Zellen, Monozyten und Makrophagen, sowie Defekte im Komplementsys-
tem. Dies erleichtert den Transfer von humanen Zellen in die Mäuse. Aber auch diese Tiere 
entwickeln nach 3 – 4 Monaten T-Zell-Lymphome und eignen sich nicht für Langzeitversuche 
(Islas-Ohlmayer et al., 2004). Nach der Transplantation von humanen CD34+-Zellen konnten 
humane Lymphozyten, vor allem B-Zellen, in den Mäusen nachgewiesen und mit EBV infiziert 




hatten. Diese großzelligen Lymphome ähneln den Lymphomen, die bei immunsupprimierten 
Patienten gefunden werden. Eine Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung der Mäuse trat nicht 
auf. 
Rag2-/-γc-/--Mäuse sind ein weiterer alymphoider Mausstamm, der für die Xenotransplantation 
von humanen Zellen benutzt wird (Goldman et al., 1998, Mazurier et al., 1999). Die Deletion 
der γ-Kette der Cytokinrezeptoren für IL2, IL4, IL7, IL9 und IL15 führt zu einer reduzierten 
Zahl von T- und B-Zellen und zur Abwesenheit von NK-Zellen und NK-T-Zellen. Die Deletion 
des Rag2-Gens verhindert die VDJ-Rekombination der Gene für die B- und T-Zell-Rezeptoren, 
weswegen Tiere mit dieser Mutation wenige oder keine funktionalen T- und B-Zellen besitzen. 
Tiere, die eine Kombination der beiden Mutationen tragen, besitzen weder T- noch B- oder 
NK-Zellen und eignen sich deswegen sehr gut für die Transplantation von humanen Zellen. 
Traggiai und Kollegen transplantierten in die Leber von neugeborenen Rag2-/-γc-/--Mäuse 
CD34+-Zellen aus humanem Nabelschnurblut (Traggiai et al., 2004). Sie konnten humane B- 
und T-Zellen in den Mäusen nachweisen und diese mit EBV infizieren. In den Tieren konnte 
das Virus in B-Zellen des Knochenmarks, der Milz und der Lymphknoten nachgewiesen 
werden. Einige der Tiere zeigten eine Proliferation von LMP1+-B-Zellen, während in anderen 
keine Proliferation von B-Zellen zu detektieren war. In den letztgenannten stieg die Zahl der T-
Zellen in der Milz deutlich an. Im Gegensatz zu den SCID- und NOD/SCID-Mäusen konnte 
eine Bildung von Tumoren nicht beobachtet werden. 
Allen Mausmodellen gemeinsam ist das Problem der Reproduzierbarkeit. Da biologische Sys-
teme sehr komplex und sensitiv gegenüber den Ausgangsbedingungen sind, hängen die Ergeb-
nisse der Versuche von vielen Faktoren ab, die nicht komplett verstanden bzw. nicht beherrsch-
bar sind (Kvell et al., 2000). Zudem ist es schwierig dieses System für eine Untersuchung der 
Auswirkungen von EBV auf das humane Immunsystem zu nutzen. Eine komplette 
Rekonstitution eines funktionalen, humanen Immunsystems konnte in diesen Tieren nicht 
gezeigt werden, insbesondere Probleme bei der T-Zell-Differenzierung sind zu erwarten. Die 
Ergebnisse, die nach einer EBV-Infektion der humanisierten Mäuse gewonnen wurden, müssen 
immer im Zusammenhang mit dem Grad der Humanisierung gesehen werden. Eine 





EBV-Infektion von genetisch veränderten Mäusen und Ratten  
EBV hat ein enges Wirtsspektrum in vivo und infiziert neben Menschen nur einige Neuwelt-
Affen, nicht aber andere Tierarten wie z. B. Mäuse. Da viele wichtige biologische Prinzipien 
und Prozesse in Menschen und Mäusen konserviert sind, wurde versucht Zellen von Mäusen 
oder Ratten so zu verändern, dass eine Infektion mit dem Virus möglich ist.  
Das zelluläre Oberflächenprotein CD21 stellt den dominanten viralen Rezeptor dar, der mit 
dem viralen Glykoprotein gp350 einen Komplex bildet (Janz et al., 2000). Das murine CD21-
Protein unterscheidet sich von dem humanen und ermöglicht keine Bindung des Virus, 
weswegen eine Infektion von B-Zellen der Maus mit EBV nicht möglich ist (Fingeroth et al., 
1989). Es konnte gezeigt werden, dass murine Fibroblasten (L-Zellen), die mit hCD21 trans-
fiziert wurden, EBV binden (Ahearn et al., 1988). Allerdings konnten nur 0.5 % der Zellen mit 
einem EBNA-Antikörper gefärbt werden und blieben vier Wochen lang positiv, was für eine 
sehr geringe Infektionsrate spricht. Milzzellen transgener Mäuse, die ebenfalls humanes CD21 
exprimierten (Kearns-Jonker et al., 1997), konnten EBV binden und zeigten eine transiente 
Expression von EBNA1. Jedoch war nur 1 % der Zellen EBV-positiv und eine EBNA1-Ex-
pression konnte schon nach zwei Tagen nicht mehr detektiert werden. 
Neben der Interaktion mit CD21 benötigt EBV bei humanen B-Zellen die zusätzliche Bindung 
an einem weiteren, zellulären Rezeptor, das humanen Leukozytenantigen (HLA) Klasse II. Die 
viralen Proteine gp85, gp25 und gp42 bilden einen heterotrimeren Komplex, der durch die Bin-
dung von gp42 an das HLA-Molekül eine Rolle bei der B-Zell-Infektion spielt. 
Deshalb wurde murine die B-Zell-Linie M12 mit hCD21 und HLA Klasse II (Isotyp DR) 
transfiziert und mit EBV infiziert (Haan et al., 2001). Die Koexpression beider Ober-
flächenproteine führte zu einer effizienteren Infektion der Zellen durch das Virus. Es konnten 
11 % EBV-positive Zellen detektiert werden. Die murinen Zellen konnten wie humane Zellen 
das virale Genom als Episom aufrechterhalten. Es konnte eine Expression der Gene EBNA1 
und LMP1 gezeigt werden. Da der in diesem Experiment benutzte Virus eine Deletion der 
LMP2-Gene besitzt, konnte eine Expression dieser Gene nicht untersucht werden. EBNA2 und 
die EBNA3s wurden nicht in den Zellen gefunden. Dieses Expressionsmuster deutet auf eine 
Latenz II hin, die auch in einigen humanen Zellen gefunden wird. 
Neben Versuchen mit murinen Zellen wurden auch andere transgene Tiere als mögliches EBV-
Modell untersucht. Yang und Kollegen zeigten, dass die hCD21-positiven Zell-Linien MDCK 




Das EBV-Genom lag als Episom in den Zellen vor und alle neun latenten Gene des Virus 
sowie die EBER-RNAs wurden exprimiert. Alle drei EBNA-Promotoren Qp, Cp und Wp wa-
ren aktiv. Bei einer ebenfalls untersuchten murinen Zell-Linie (NIH3T3) konnte keine EBNA-
Expression gezeigt werden. 
Primäre Milzzellen einer hCD21-positiven, transgenen Ratte wurden nach einer Infektion mit 
EBV ebenfalls auf die Expression von viralen Genen untersucht (Yang et al., 2003). Es 
konnten 0.3 % EBNA-positive Zellen gefunden werden. Diese Zellen exprimierten bis Tag 30 
EBNA1 und die EBER-RNAs. Eine Expression von EBNA2, LMP1, LMP2 sowie den frühen 
Antigenen und Kapsidantigenen konnte nicht gezeigt werden. Eine Untersuchung der EBNA-
Promotoren ergab, dass Qp aktiv, Cp und Wp aber inaktiv waren. Die Morphologie der EBNA-
positiven Lymphozyten veränderte sich nicht und sie zeigten keine Proliferation. 
Zusammenfassend lassen die Berichte erkennen, dass eine Veränderung der Zelloberfläche von 
B-Zellen der Maus bzw. Ratte durch hCD21 eine Infektion mit EBV prinzipiell ermöglicht. Ei-
ne zusätzliche Expression HLA-DR konnte die Effizienz der Infektion deutlich steigern. Zwar 
wurde bei transgenen, infizierten, primären Ratten-B-Zellen eine mit LCLs vergleichbare Gen-
expression gefunden, aber bei EBV-infizierten, transgenen Ratten beschränkt sich die leider 
auch transiente Genexpression auf die Latenz I, die auch in Burkitt-Lymphomen gefunden 
wird. Eine lymphoproliferative Erkrankung oder eine Tumorbildung konnte nicht detektiert 
werden. Das gleiche Bild zeigt sich bei EBV-positiven, transgenen Mäusen. Allerdings ist die 
Zahl der mit dem Virus infizierten Zellen in beiden Fällen sehr niedrig, weswegen eine Detek-
tion viraler Gene vermutlich auch ein Problem der Nachweisgrenze ist. Leider gibt es im Mo-
ment keine transgene Maus, bei der die Effizienz der Infektion ein ausreichendes Niveau er-
reicht. 
Primaten als EBV-Modell 
Lymphocryptoviren (γ1 Herpesviren), zu denen auch EBV gehört, wurden neben dem Men-
schen auch in Primaten gefunden. Sie weisen eine ähnliche Genomstruktur und Genorganisa-
tion auf (vgl. Abschnitt 1.3.2 Tiermodelle mit EBV-verwandten Herpesviren). Es lag deshalb 
nahe, Primaten als Tiermodell für EBV einzusetzen. Sowohl Alt- als auch Neuweltaffen wur-
den direkt mit humanem EBV infiziert, allerdings waren diese Versuche nur bei einigen 
Neuweltaffen erfolgreich. Dazu gehören der Lisztaffe (Saguinus oedipus), der Nachtaffe (Aotus 




über den beim Menschen natürlichen Weg über den Oropharynx infiziert werden (Hayashi et 
al., 2002). 
Bei Weißbüschelaffen, denen EBV direkt intramuskulär oder intraperitoneal gespritzt wurde, 
entstand eine akute und persistierende Infektion, EBV-assoziierten Tumore konnten allerdings 
nicht gefunden werden (Wedderburn et al., 1984). Einige Lisztaffen dagegen entwickelten mul-
tifokale, großzellige Lymphome, die mehrere Kopien des EBV-Genoms enthielten (Cleary et 
al., 1985). Die Tumore zeigen eine unbegrenzte, virale Latenz (Young et al., 1989) und ähneln 
den Lymphomen bei immunsupprimierten Menschen. 
Das macht die Tiere zu einem guten Modell um das onkogene Potential von EBV zu untersu-
chen, aber die Immunreaktion der Affen auf einen humanen Virus muss nicht unbedingt die 
Immunantwort eines humanen Systems abbilden. Trotz dieser Einschränkung wurden die Liszt-
affen als Modell für Versuche mit Impfstoffen genutzt (Epstein, 1976). Zwar konnte durch den 
Impfstoff in den Affen eine Tumorentwicklung verhindert werden (Epstein et al., 1985), aber 
das Virus persistierte auch in immunisierten Tieren (Niedobitek et al., 1994), was durch EBER-
positive Zellen in den lymphatischen Geweben nachgewiesen werden konnte. Altweltaffen 
konnten nur in seltenen Fällen erfolgreich mit EBV infiziert werden (Levine et al., 1980), 
wobei nicht genau bekannt ist, worin die Ursachen dafür liegen (Wang et al., 2001). Eine 
Vermutung ist, dass es eine Kreuzimmunität durch die natürlich erworbene LCV-Infektion der 
Affen gibt. Generell ist zu Primaten als Tiermodelle anzumerken, dass die Haltung sehr auf-
wendig und kostenintensiv ist. Darüber hinaus gehören viele der Neuweltaffen zu den gefähr-
deten Arten und es können nur geringe Tierzahlen für die Forschung genutzt werden. Auch 
sind die Generationszeiten wesentlich länger als bei kleineren Tieren wie z. B. Nagetieren. 
1.3.2. Tiermodelle mit EBV-verwandten Herpesviren 
Primaten als EBV-Modell 
Die Unterfamilie der γ-Herpesviren kann in die Gattungen (Genera) Lymphocryptoviren (LCV 
oder γ1-Herpesviren) und Rhadinoviren (oder γ2-Herpesviren) unterteilt werden. Das Epstein-
Barr-Virus gehört zu den humanen Lymphocryptoviren. Um 1970 entdeckten Forscher EBV-
verwandte LCV in Altweltaffen (bezieht sich hier nur auf Nicht-Menschenartige) durch einen 
neu entwickelten indirekten Immunfluoreszenz-Assay. Damit konnten Antikörper, die kreuz-
reaktiv mit dem EBV-Kapsid-Antigen (VCA) waren, im Serum vieler Altweltaffen nachgewie-
sen werden (Dunkel et al., 1972, Frank et al., 1976, Goldman et al., 1968). Schon bald wurden 




identifiziert und Forscher begannen nach den Gemeinsamkeiten und Unterschieden der Affen-
LCV und EBV zu suchen. 
Historisch bedingt wurden Viren dieser Virusgattung eine Vielzahl verschiedener Namen gege-
ben, die oft weder korrekt noch sehr spezifisch sind. Ich werde mich deswegen bei der Benen-
nung der Viren an die Veröffentlichung von Wang und Kollegen halten (Wang et al., 2001), die 
statt der offiziellen Nomenklatur eine „umgangssprachliche“ Kombination aus Wirtsorganis-
mus und LCV benutzen, z. B. Rhesus-LCV statt cercopithiciner Herpesvirus 15 (früher Rhe-
sus-EBV). 
In vivo ähnelt eine LCV-Infektion in Altweltaffen der Infektion mit EBV beim Menschen. Neu-
geborene Tiere sind vier bis sechs Monate nach der Geburt seronegativ und werden innerhalb 
eines Jahres seropositiv (Jenson et al., 2000). LCV-negative Rhesusaffen (Macaca mulatta) 
entwickelten bei oraler Inokulation mit Rhesus-LCV eine akute und persistierende, virale In-
fektion (Moghaddam et al., 1997) und es konnten LCV-positive B-Zell-Linien aus dem peri-
pheren Blut von gesunden, symptomlosen Tieren gewonnen werden. Ebenso waren Viruspar-
tikel in oralen Sekreten der Tiere nachweisbar. 
Das Genom des Rhesus-LCVs ist komplett sequenziert (GenBank AY037858) und weist eine 
65 %ige Sequenz-Homologie auf Nukleotidebene zu EBV auf (Übersicht Rivailler et al., 
2002). Die meisten lytischen Gene von EBV haben Homologe in anderen Herpesviren, da der 
Mechanismus der Replikation in Herpesviren sehr konserviert ist. Diese Gene von EBV haben 
eine Homologie von über 82 % in Vergleich zu den Rhesus-LCV-Genen. Auch lytische Gene, 
die einzigartig für EBV unter den Herpesviren sind, konnten als Homologe in Rhesus-LCV 
nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Sequenzhomologie beträgt nur ca. 60 %. Das 
Oberflächenprotein gp350 ist mit ca. 50 % dabei eins der am wenigsten konservierten Proteine. 
Allerdings ist die Rezeptorbindungstelle gut konserviert, was einen ähnlichen Infektions-
mechanismus wie bei EBV vermuten lässt. Es konnte auch gezeigt werden, dass Rhesus-LCV 
humane B-Zellen infizieren, darin persistieren und replizieren, nicht aber die Zellen 
transformieren können (Moghaddam et al., 1997). 
Alle latenten EBV-Gene (EBNA1-3, EBNA-LP, LMP1-2 und die EBERs) besitzen Homologe 
in Rhesus-LCV (Blake et al., 1999, Cho et al., 1999, Franken et al., 1996, Jiang et al., 2000, 
Peng et al., 2000, Rao et al., 2000, Rivailler et al., 1999). Bei den latenten LCV-Genen zeigen 




genität weisen die Gene oft die gleiche Funktionalität auf. So kann z. B. Rhesus-LMP1 sowohl 
NF-κB- als auch AP1-Aktivität induzieren. 
Die große Ähnlichkeit zwischen EBV und Rhesus-LCV macht den Rhesusaffen zu einem guten 
Modell für die Untersuchung genereller Prinzipien der Virusbiologie von Lymphocryptoviren 
wie etwa die Beziehung zwischen Wirt und Virus. Eine Nutzung des Rhesusaffen als Tumor-
modell ist aber schwierig, da das Vorhandensein des Rhesus-LCVs in Affen nicht zwangsläufig 
mit einer Tumorbildung assoziiert ist. Allerdings konnten bei Langschwanzmakaken (Macaca 
fascicularis), die mit einem simianen Immundefizienzvirus und Makaken-LCV infiziert wur-
den, in einigen Fällen aggressive, monoklonale LCV-positive Lymphome entdeckt werden (Ri-
vailler et al., 2004). Dies ähnelt der Situation in HIV-Patienten mit EBV-assoziierten Lympho-
men. 
Auch in Neuweltaffen wurden EBV-verwandte Viren gefunden. Als erster Virus konnte 2001 
aus Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus), die an B-Zell-Lymphomen litten, Büschelaffen-
LCV (callithrichines Herpesvirus 3) isoliert werden (Cho et al., 2001). 2003 konnten drei 
weitere LCV in Rothandtamarinen (Saguinus midas), Totenkopfaffen (Saimiri sciureus) und 
Weißkopfsakis (Pithecia pithecia) gefunden werden (de Thoisy et al., 2003). Die Infektion von 
Neuweltaffen mit diesem Virus führt zu einer akuten und persistierenden Infektion mit dem 
Virus (Cho et al., 2001). Es können auch hier LCV-positive B-Zell-Linien aus dem peripheren 
Blut von gesunden Tieren gewonnen und Viruspartikel in oralen Sekreten der Tiere gefunden 
werden. Das Genom des Büschelaffen-LCVs ist noch nicht komplett sequenziert, aber schon 
jetzt zeigen sich Unterschiede zu EBV und den LCVs aus Altweltaffen. So besitzt das Virus 
drei einzigartige Gene (C1-3), die keinerlei Homologie zu viralen oder zellulären Genen 
aufweisen. Ihm fehlen aber auch einige Gene wie BARF1 und LMP2, die sowohl in EBV als 
auch in LCVs von Altweltaffen vorkommen. Dies schränkt die Nutzung des Virus als EBV-
Modell ein. 
Das murine Gammaherpesvirus-68 (MHV-68) 
MHV-68 wurde ursprünglich aus Gelbhalsmäusen (Apodemus flavicollis) und Rötelmäusen 
(Clethrionomys glareolus) isoliert (Blaskovic et al., 1980), kann aber auch Hausmäuse (Mus 
musculus) infizieren und verhält sich in ihnen wie ein natürlicher Erreger. Das komplette 
Genom des Virus wurde sequenziert (Virgin et al., 1997) und zeigt Homologien zu EBV und 
dem Karposi-Sarkom-assoziierten Herpesvirus (KSHV oder humanes Herpesvirus 8). Etwa 90 




Virgin et al., 1997), wobei auffällt, dass EBV-Gene wie die EBNAs, LMP1 und LMP2A/B 
sowie BZLF1 in dem murinen Virus fehlen. Aufgrund einer ähnlichen Genomstruktur und –
organisation sowie der Genzusammensetzung wird EBV den γ1-Herpesviren zugeordnet, 
wohingegen KSHV und MHV-68 zu den γ2-Herpesviren gehören. 
MHV-68 besitzt wie alle Gammaherpesviren Gene, die zu zellulären Genen homolog sind und 
die vermutlich in der Evolution von der Wirtszell-DNA übernommen wurden. Beispiele sind 
ein IL8-Rezeptor-Homolog, ein D-Typ Cyclin und ein bcl-2 Homolog, die in der Zellprolifera-
tion, der Tumorbildung und der Apoptose-Inhibierung eine Rolle spielen könnten (Simas und 
Efstathiou, 1998). 
Die natürliche Route, auf der der Virus in seinen murinen Wirt gelangt ist nicht bekannt. Im 
Labor wird das Virus entweder intranasal oder intraperitoneal auf Mäuse übertragen, was zu 
einer Variation in der Infektion führt (Stevenson et al., 2005). Bei der intranasalen Inokulation 
ist die primäre Stelle der Virusproduktion in den Epithelzellen und mononuklearen Zellen der 
Lunge und die Mäuse erkranken an Lungenentzündung (Pneumonie). Die akute Infektion der 
Lunge dauert 10 – 12 Tage und wird von einer persistierenden, latenten Infektion der B-Zellen 
abgelöst. In der Milz erreicht die Menge an latenten Viren an Tag 14 ihren Höhepunkt, es 
kommt zur Vergrößerung der Milz und den Lymphknoten. Dann nimmt die Virusmenge 
schnell ab und bleibt anschließend lebenslang stabil (Cardin et al., 1996, Sunil-Chandra et al., 
1992). Bei der intraperitonealen Inokulation dagegen gelangt Virus direkt in die Milz und der 
B-Zell-Pool kann dort über lytische Verbreitung infiziert werden. 
Das allgemein anerkannte Modell ist, dass MHV-68 in Gedächtnis-B-Zellen latent persistiert 
(Willer und Speck, 2003), aber eine Unterscheidung zwischen lytischer und latenter Infektion 
in der langfristigen Infektion ist nicht so deutlich. Die Situation wird dadurch unübersichtlich, 
dass MHV68 außer in Gedächtnis-B-Zellen auch in Makrophagen (Weck et al., 1996) und 
Epithelzellen (Stewart et al., 1998) von B-Zell-defizienten Mäusen latent zu finden ist. Eine 
chronische, lytische Replikation scheint dabei eine wichtige Komponente des Fortbestandes 
des Virus zu sein (Gangappa et al., 2002). Eine ähnliche Interaktion zwischen latenter und 
lytischer Infektion wird für KSHV vermutet (Grundhoff und Ganem, 2004). 
Versuche, B-Zellen in vitro mit MHV-68 ähnlich wie bei EBV zu transformieren, waren bis 
jetzt nicht erfolgreich, aber die langfristige Infektion von Mäusen scheint mit der Entstehung 
von Lymphoproliferativen Erkrankungen (LPDs) und aggressive Lymphomen assoziiert zu 
sein (Sunil-Chandra et al., 1994). In einen Zeitraum von drei Jahren entwickelten 9 % der 




Phänotyp waren. Die Assoziation dieser Tumore mit MHV-68  bzw. das onkogene Potential 
des Virus muss allerdings noch in weiteren Studien untersucht werden, um seine Relevanz als 
Tumormodell für Gammaherpesviren zu zeigen. 
Eine Infektion mit MHV-68 induziert in Mäusen Krankheitssymptome, die sehr ähnlich der 
durch EBV im Menschen ausgelösten, infektiösen Mononukleose sind (Überblick Dogherty et 
al., 1997). Neben der Vergrößerung von Lymphknoten, ist auch die Anwesenheit einer großen 
Zahl von aktiven CD8+ T-Zellen in den peripheren, lymphatischen Organen charakteristisch 
(Stevenson et al., 1999). Es kommt zu einer massiven Proliferation von Lymphozyten, 
hauptsächlich von CD8+ T-Zellen, aber auch CD4+ und B220+ Zellen tragen zu der Ver-
größerung der Milz und der Lymphknoten bei (Tripp et al., 1997, Usherwood et al., 1996). 
CD8+ T-Zellen sind dabei entscheidend für die Eingrenzung der akuten Infektion und die 
langfristige Kontrolle der persistierenden Infektion (Cardin et al., 1996, Weck et al., 1996). 
Eine Depletion dieser Zellpopulation in Mäusen vor der Infektion geht mit unkontrollierter 
Virusreplikation einher und führt zum Tod der Tiere (Ehtisham et al., 1993). 
Das MHV-68-System bietet ein gutes Tiermodell, um die grundlegende Biologie von Gamma-
herpesviren zu untersuchen. Die Fähigkeit Virusmutationen zu generieren in Kombination mit 
der Vielfalt an verfügbaren Knockout-Mäusen bietet ein breites Spektrum an Möglichkeiten. 
Allerdings eignet sich MHV-68 nur bedingt als Modell für EBV, da wichtige Gene wie 
EBNA2 oder LMP1, die bei der B-Zell-Immortalisierung und Tumorentstehung eine Rolle 
spielen, nicht vorhanden sind. Deswegen kann ein wesentlicher Bereich der EBV-Biologie 
nicht in diesem System abgebildet werden. 
1.4 ES-Zellen 
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus bieten eine weitere Möglichkeit humane oder 
virale Gene im murinen Kontext zu untersuchen und daraus Mausmodelle zu etablieren. ES-
Zellen werden aus der inneren Zellmasse (ICM) von Blastozysten gewonnen (Überblick Stem 
cells 2001). Die Effizienz, mit der ES-Zell-Linien gewonnen werden können, hängt neben dem 
Mausstamm auch von den individuellen Einflüssen auf die Schwangerschaft der Mäuse ab 
(Brook und Gardner, 1997). 
Die Erzeugung proliferierender, undifferenzierter ES-Zell-Linien ist ein mehrstufiger Prozess. 
Dabei wird die ICM vom Trophoblasten getrennt und die Zellen auf einer Feeder-Zellschicht 




wurden und deswegen nicht mehr proliferieren. Nach ein paar Tagen entstehen proliferierende, 
undifferenzierte ES-Zell-Kolonien, die auf eine neue Feeder-Zellschicht überführt werden kön-
nen. Manche der entstehenden Kolonien beginnen zu differenzieren, während andere in einem 
undifferenzierten Zustand bleiben. Diese Kolonien werden erneut auf eine Feeder-Zellschicht 
übertragen. Kann der undifferenzierte Status der Zellen bei diesen Passagen aufrechterhalten 
werden, ist es gelungen eine ES-Zell-Linie zu isolieren. 
Undifferenzierte ES-Zellen sind durch die Expression verschiedener Marker charakterisiert. 
Dazu zählen neben dem Oberflächenprotein SSEA-1 auch die Transkriptionsfaktoren Oct4 und 
Nanog. Oct4 (auch Oct3, Pou5fl) ist ein Transkriptionsfaktor der POU-Familie und seine Ex-
pression ist strikt auf totipotente und pluripotente Zellen beschränkt (Pesce et al., 1998). Eine 
Reduktion des Expressionsniveaus um weniger als 50 % führt zu einer Dedifferenzierung der 
ES-Zellen zu Trophektoderm, wohingegen eine Überexpression eine Differenzierung in Meso- 
bzw. Endoderm verursacht (Niwa et al., 2000). Oct4 gilt deswegen als Hauptregulator der 
Initiation, Aufrechterhaltung und Differenzierung von pluripotenten Zellen (Niwa, 2001). 
Nanog ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Homöobox-Domäne beinhaltet. Er ist essentiell für 
die Aufrechterhaltung pluripotenter Zellen der ICM. Er wird nur in der ICM der Morula und 
der Blastozyste gefunden und verschwindet beim Einnisten des Embryos in die Gebärmutter 
(Mitsui et al., 2003, Wang et al., 2003, Chambers et al., 2003). Erneut kann er erst wieder im 
Epiblast an Tag 6 der Embryogenese detektiert werden und bleibt für den Rest der Entwicklung 
stabil (Hart et al., 2004). Eine Deletion des Faktors führt zum Verlust der Pluripotenz (Mitsui et 
al., 2003). 
Um die ES-Zellen auch in vitro in einem undifferenzierten Zustand zu halten, wird dem Me-
dium LIF zugesetzt. LIF ist ein Cytokin, das zur IL6-Familie gehört und die Differenzierung 
von ES-Zellen inhibiert. Es ist durch die Zugabe von LIF auch möglich, ES-Zellen ohne Fee-
der-Zellschicht in Kultur zu halten, ohne dass sie beginnen zu differenzieren (Nichols et al., 
1990). Die Funktion von LIF ist dabei auf eine Unterdrückung der Differenzierung beschränkt 
und scheint keine Wachstumssignale zu übermitteln (Raz et al., 1999). Der LIF-Rezeptor 
besteht aus einer Rezeptor-spezifischen Untereinheit LIFRβ und der allgemeinen Untereinheit 
gp130, die bei allen Rezeptoren der IL6-Familie zu finden ist (Taga und Kishimoto, 1997).  Die 
beiden Hauptsignalwege, die durch den Rezeptor angesteuert werden können, sind der JAK-
STAT-Signalweg und der SHP-ERK-Signalweg. Dabei ist der JAK-STAT-Signalweg essen-




ES-Zellen können im undifferenzierten Zustand nicht nur über einen langen Zeitraum hinweg 
kultiviert werden, sondern sie sind auch pluripotent. Das bedeutet, sie haben die Fähigkeit zu 
Zellen aller drei embryonalen Gewebearten (Ektoderm, Endoderm und Mesoderm) differenzie-
ren zu können. Dies wird genutzt, um die Zellen in vitro zu verschiedenen Zellen und Geweben 
zu differenzieren. 
1.5 In vitro B-Zell-Differenzierung 
Schon 1985 konnte gezeigt werden, dass ES-Zellen in vitro zu hämatopoetischen Zellen diffe-
renziert werden können (Doetschman et al., 1985), aber dieses System benötigte die Bildung 
komplexer, Embryo-ähnlicher Strukturen bzw. die Zugabe von exogenen Wachstumsfaktoren 
(Wiles et al., 1991, Gutierrez-Ramos et al., 1992). Nakano und Kollegen verbesserten das 
System, indem sie ES-Zellen ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren auf der Stromazell-Linie 
OP9 kultivierten (Nakano et al., 1994). Durch eine Mutation besitzen diese Zellen kein funk-
tionsfähiges M-CFS, ein Faktor, der für die Differenzierung von Makrophagen nötig ist (Yoshi-
da et al., 1990). Ein kleiner Teil der ES-Zellen entwickelte sich unter diesen Bedingungen nach 
40 Tagen zu B220+IgM+ Zellen. Eine Zugabe von rekombinantem M-CSF während der 
Differenzierung verhinderte die Bildung hämatopoetischer Zellen. Cho und Kollegen 
analysierten die Stromazell-Linie OP9 weiter und fanden heraus, dass sie ein hohes 
Expressionsniveau von SCF und ein moderates von IL-7 zeigte (Cho et al., 1999). Eine 
Expression von Flt3-L war fast nicht zu detektieren. Flt3-L und IL7 wirken synergetisch und 
steigern die B-Zell-Differenzierung von undifferenzierten Vorläuferzellen (Veiby et al., 1996). 
Die Forscher konnten zeigen, dass die Zugabe von Flt3-L die in vitro B-Zell-Entwicklung auf 
OP9-Zellen stark verbesserte (Cho et al., 1999). So waren bei Kokultur von ES-Zellen und 
OP9-Zellen an Tag 19 60 % der Zellen B220+, wohingegen ohne Flt3-L nur 6 % der Zellen 
B220 exprimierten. Die B220+ Zellen waren zudem CD19+, CD24+ und IgM+, eine 
Markerkombination für unreife B-Zellen. Die Gesamtzahl der Zellen stieg nur leicht (ca. 30%). 
Da aber die Zahl myeloider und erythroider Zellen in der Kultur sank, konnte der Anteil B220+ 
Zellen erhöht werden. 
Um zu überprüfen, ob diese B-Zell-Entwicklung in vitro ähnlich der in vivo abläuft, wurden ne-
ben der Analyse von Oberflächenmarkern auch Infektionsversuche mit dem Retrovirus Abel-
son Murine Leukemia Virus (A-MuLV) gemacht. A-MuLV ist ein RNA-Tumorvirus, das in 
Mäusen Leukämien auslöst und etablierte Zell-Linien transformiert (Goff et al., 1982). Wäh-




von Pre-B-Zellen aus fetaler Leber entspricht und damit ein gutes Ziel für das Virus sein. ES-
Zellen, die an Tag 15 der Differenzierung mit A-MuLV infiziert wurden, wuchsen zu trans-
formierten B-Zell-Linien aus. Der Phänotyp der Zellen war dabei identisch zu anderen in vitro 
von dem Virus transformierter Zellen. 
Um die Funktionalität der in vitro differenzierten, reifen B-Zellen zu überprüfen, wurden die 
Zellen an Tag 28 mit LPS behandelt. Die IgM+ Zellen wurden größer und begannen stark zu 
proliferieren. Nach der Stimulation konnten im Überstand IgM-Antikörper nachgewiesen wer-
den. 
Mit dieser Methode können ES-Zellen in vitro zu unreifen B-Zellen differenziert werden und 
scheinen die gleiche Funktionalität wie in vivo zu zeigen. Damit bietet sie eine gute Möglich-
keit transgene ES-Zellen in vitro zu differenzieren und den Einfluss der humanen oder viralen 
Gene auf die B-Zell-Entwicklung zu untersuchen. Auch eine gezielte Aktivierung von einge-
brachten Genen in unreifen B-Zellen wäre in diesem System denkbar. Die in vitro Differenzie-
rung von murinen ES-Zellen stellt damit ein geeignetes System dar, um den Einfluss von EBV-
Genen auf die B-Zell-Differenzierung zu untersuchen und wichtige Informationen für die Eta-
blierung eines Mausmodells für EBV-assoziierte Tumoren zu liefern. 
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2. Zielsetzung  
Das Epstein-Barr Virus (EBV) wurde 1964 als erstes humanes Tumorvirus aus Burkitt-Lym-
phomen isoliert. Es gehört zu den γ-Herpesviren und infiziert hauptsächlich humane B-Lym-
phozyten, in denen es auch Persistenz entwickeln kann. EBV steht neben den Burkitt-
Lymphomen auch in engem Zusammenhang mit einer Reihe anderer lymphoproliferativer 
Erkrankungen, wie Hodgkin-Lymphomen und Nasopharynxkarzinomen. In Tumorbiopsien 
sind regelmäßig einige der viralen Gene exprimiert, die auch in in vitro transformierten B-
Lymphozyten gefunden werden. Dies legt eine ähnliche Funktion viraler Gene in vivo und in 
vitro nahe. Die Transformierung der primären B-Lymphozyten gilt deshalb als wertvolles in 
vitro Modellsystem, um Situationen nachzustellen, die bei der Entstehung von Tumoren eine 
Rolle spielen.  
Ein in vivo System für Aspekte der viralen Latenz und der Tumorentwicklung ist nicht 
existent, da EBV ausschließlich humane Zellen, bzw. Zellen von Primaten infiziert. Ein 
alternativer Weg zu einem Mausmodell für EBV-assoziierte Tumoren und Veränderungen der 
B-Zell-Differenzierung durch EBV könnte über die genetische Manipulation von 
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus führen.  
Ziel meiner Arbeit ist es, die genetische Information des Epstein-Barr Virus als Episom in ES-
Zellen der Maus direkt einzubringen und stabile Zell-Linien zu etablieren. Die EBV-positiven 
ES-Zellen sollten dann in vitro zu B-Zellen differenziert werden, um den transformierenden 
Phänotyp dieses Virus in murinen B-Zellen zu analysieren. Sowohl in den ES-Zellen als auch 
in den in vitro differenzierten B-Zellen sollte die Expression der viralen Gene und die 
Aktivität der viralen Promotoren analysiert werden. 
Langfristiges Ziel ist es, das Virus in verschiedenen genetisch veränderten murinen B-Zellen 
auf seinen Beitrag zur B-Zell-Transformation untersuchen zu können. Zudem bietet das 
System die Möglichkeit verschiedenen Virusmutanten zu nutzen und damit den Beitrag 
einzelner Gene  zur B-Zell-Entwicklung analysieren zu können. Die Ergebnisse dieser 
Versuche liefern wichtige Informationen für die Etablierung eines Mausmodells für EBV.  
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3.1. Material 
3.1.1. Antikörper 
Angegeben sind die Spezifität, der Name, die eingesetzte Verdünnung, die Tierart, das Konju-
gat und die Herkunft des jeweiligen Antikörpers. 
Westernblot 
EBNA2   R3+1E6, 1:100 (1+1), Ratte, E.Kremmer, GSF 
EBNA1  1H4, 1:100, Ratte, E. Kremmer, GSF 
LMP1   CS.1-4, 1:400, Maus, DAKO 
Ratte   IgG, 1:10 000, Ziege, HRP, Dianova 
Maus    IgG, 1:5000, Ziege, HRP, Promega 
FACS 
B220   RA3-6B2, 1:500, Maus, FITC, Pharmingen 
B220   RA3-6B2, 1:400, Maus, PE, Pharmingen 
B220   RA3-6B2, 1:200, Maus, PerCp, Pharmingen 
B220   RA3-6B2, 1:250, Maus, APC, Pharmingen 
CD19   1D3, 1:400, Maus, PE, Pharmingen 
IgM   II/41, 1:200, Maus; APC, Pharmingen 
IgD   11-26c.2a, 1:800, Maus, FITC, Pharmingen  
3.1.2. Plasmide 
Ein Teil der nachfolgenden Plasmide war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden oder wurden 
netterweise von anderen Arbeitsgruppen zur Verfügung gestellt. Die mit einem Stern (*) ge-
kennzeichneten Plasmide wurden von mir hergestellt. Die folgende Auflistung gibt alle ver-
wendeten Plasmide als Auszug aus der Datenbank der Abteilung Genvektoren wieder. 
p2190 Maxi-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Rückgrad, GFP-Expressionskassette 
und Hygromycin-Resistenzgen in B95.8 DNA; Promotor und erstes Exon 
von LMP2A loxP flankiert; 
p2801 Mini-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Rückgrad, Resolvase-Bindungsstelle 
und Chloramphenicol-Resistenzgen; enthält keine G418-Resistenz (vgl. 
Abb. 4.2); 
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p2975 RecA-Expressionsplasmid mit Zeocin-Resistenzgen; enthält einen tem-
peratursensitiven Replikationsursprung; 
p2995 Resolvase-Plasmid mit Kanamycin- und Zeocin-Resistenzgen; enthält 
einen temperatursensitiven Replikationsursprung; 
p3032 Shuttle-Plasmid mit loxP-flankierter Stopp-Kassette und EBNA1-Exon, 
enthält zum ROSA26-Lokus homologe Flanken, ein G418- und 
Amicillin-Resistenzgen (vgl. Abb 4.4); 
p3053 Wildtyp Maxi-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Rückgrad, GFP-Expressions-
kassette, Chloramphenicol- und G418-Resistenz (vgl. Abb. 4.9); 
p3103 pEasyFlox; T-Easy-Vektor mit G418- und Ampicillin-Resistenzgen; U. 
Zimber-Strobl, GSF; 
p3298 Maxi-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Rückgrad, GFP-Expressionskassette, 
Chloramphenicol- und G418-Resistenz (vgl. Abb. 4.10); trägt eine 51 kB 
große Invertierung, die alle latenten Gene inaktiviert und von zwei mu-
tierten loxP-Stellen flankiert ist (lox66 und lox71); der lytische Replika-
tionsursprung oriLyt ist durch eine Deletion inaktiviert; 
p3300* Shuttle-Plasmid mit Ampicillin- und G418-Resistenzgen (PGK-Promo-
ter), p2801-homologer Flanke und Resolvase-Bindungsstelle (vgl. Abb. 
4.2); enthält einen temperatursensitiven Replikationsursprung; 
p3307* Kointegrat aus p2801 und p3300; vereint die Merkmale beider Plasmide 
(vgl. Abb. 4.2); trägt ein Ampicillin-, Chloramphenicol- und G418-Resis-
tenzgen; 
p3314* Mini-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Rückgrad, Chloramphenicol- und 
G418-Resistenzgen (PGK-Promotor) und Resolvase-Bindungstelle (vgl. 
Abb. 4.2); 
pGK-Cre-bpA Plasmid mit Cre-Rekombinase-Gen (PGK-Promotor) und Polyadenylie-
rungssignalsequenz (bpA); U. Strobl, GSF; 
pRosa26-5-pBS KS Plasmid mit einem 550 bp langen Fragment aus dem ersten Intron des 
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3.1.3. Oligonukleotide 
Die Synthesen der verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion, München, in 
Auftrag gegeben. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5'-3'-Orientierung angegeben. 
2190 B2   CCCGTCATTCCCGTCGTG 
2190 F3   ATCTGCTTCTGGCTCTTCTGGG 
89 mGAPDH seq  TCGTCCCGTAGACAAAATG 
90 mGAPDH rev  GAGATGATGACCCGTTTGG 
Actin1    CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC 
Actin2    CCGCTCGTTGCCAATAGTGATGA 
C1    TGTAGATCTGATGGCATAGAGAC 
EBNA2 for   TCTTAGAGAGTGGCTGCTACG 
EBNA2 rev   GTGGGAGTGGTGGGGGCA 
EBNA2-RTas   TGTCTGACAGTTTTCCTGGTAGG 
EBNA2-RTse   AGAGTGGCTGCTACGCATTAGAG 
LMP1 for   CGTGGTGGTGTTCATCACTGTG 
LMP1 back   TTGCTCTCCTTCTCCTCCTCTTG 
LMP1-RTas   TGTTCATCACTGTGTCGTTGTCC 
LMP1-RTse   AGAAGAGACCTTCTCTGTCCACT 
LMP2A for   ATGACTCATCTCAACACATA 
LMP2A back   CATGTTAGGCAAATTGCAAA 
LMP2A-RTas   CATGTTAGGCAAATTGCAAA 
LMP2A-RTse   ATGACTCATCTCAACACATA 
mNanogf   GTTGAAGACTAGCAATGGTCTGATT 
mNanogr   GTTGCGTAAGTCTCATATTTCACCT 
mOCT4f2   TGTTTCTGAAGTGCCCGAAGCC 
mOCT4r   GAACAAAATGATGAGTGACAGACAG 
W0W1´B   GGAGTCCACACAAATGGG 
W2    ACTGAAGCTTGACCGGTGCCTTCTTAGGAG 
3.1.4. Southernblot-Sonden 
Rosa-Sonde 
Die 550 bp lange Sonde wurde aus dem Plasmid pRosa26-5-pBS KS mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und Pac1 isoliert und über ein Agarose-Gel gereinigt. 
Waschbedingungen: 30 Minuten bei 65 °C; 
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Neo-Sonde 
Die 466 bp lange Sonde wurde aus dem Plasmid p3103 (pEasy-Flox) mit den 
Restriktionsenzymen RsrII und PstI isoliert und über ein Agarose-Gel gereinigt. 
Waschbedingungen: 5 Minuten bei 65 °C; 
EBNA1-Sonde 
Die 407 bp lange Sonde wurde aus dem Plasmid p3032 mit den Restriktionsenzymen Bsp120I 
und BvbCI isoliert und über ein Agarose-Gel gereinigt. Waschbedingungen: 10 Minuten bei 
65°C; 
3.1.5. Bakterien 
E.coli DH5 F-, lacl-, recA1, endA1, hsdR17, ∆(lacZYA-argF), U169, 
F80dlacZ∆M15, supE44, thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1985) 
E.coli DH10B F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80dlacZ∆M15, ∆lacX74, deoR, 
recA1, endA1, araD139, ∆(ara, leu)7697, galU, galK, λ-, rpsL, nupG 
(Life Technologies)  
3.1.6. Zell-Linien 
Die verwendeten Zell-Linien stammen, wenn nicht anders vermerkt, aus der Sammlung der 
Abteilung Genvektoren oder wurden von mir im Rahmen dieser Arbeit etabliert (mit * gekenn-
zeichnet). 
293 EBNA1 293-Zellen, die ein EBNA1-Gen chromosomal integriert haben; 
F. Nimmerjahn; 
721 lymphoblastoide Zell-Linie, immortalisiert mit EBV aus B95.8; 
B. Sugden, Madison, USA 
B95.8    lymphoblastoide Affen-Zell-Linie (Miller et al., 1972) 
Bruce4  ES-Zell-Linie aus Mausblastozysten des Stammes C57 /BL6; C. 
Steward, Australien 
Bruce4 stop EBNA1*  Bruce4 ES-Zellen mit integrierter EBNA1-Expressionskassette 
(Rosa26-Lokus), vor der sich eine Stopp-Kassette befindet; ver-
schiedene Klone 
Bruce4 EBNA1* Bruce4 ES-Zellen mit integrierter EBNA1-Expressionskassette 
(Rosa26-Lokus); die Stopp-Kassette ist deletiert; verschiedene 
Klone 
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Bruce4 EBNA1 3314* Bruce4 ES-Zellen mit integrierter EBNA1-Expressionskassette 
und episomalem Mini-EBV-Plasmid p3314; verschiedene Klone 
Bruce4 EBNA1 3053* Bruce4 ES-Zellen mit integrierter EBNA1-Expressionskassette 
und episomalem Mini-EBV-Plasmid p3053; verschiedene Klone 
Bruce4 EBNA1 3298* Bruce4 ES-Zellen mit integrierter EBNA1-Expressionskassette 
und episomalem Mini-EBV-Plasmid p3298; verschiedene Klone 
EB5 ES-Zell-Linie, aus E14-ES-Zellen (129/Ola-Mäuse) subkloniert; 
T.Schröder, München 
mEF-Zellen embryonale Fibroblasten; wurden aus Mäusen des Maustammes 
NeoR präpariert; W. Wurst, München 
OP9 Stromazell-Linie aus neugeborenen op/op-Mäusen; tragen eine 
Mutation im M-CFS-Gen und exprimieren diesen Faktor nicht; 
(Nakano et al., 1994) 
Raji humane EBV-positive Burkitt-Lymphom-Zell-Linie (Pulvertaft, 
1964) 
3.1.7. Mäuse 
Balb/C J  Mäuse dieses Stammes wurden zur Isolation von Milzzellen als Kontrollen ver-
wendet; Tierhaltung Großhadern, München 
NeoR  Mäuse dieses Stammes wurden zur Isolation von embryonalen Fibroblasten für 
die ES-Zell-Kultur verwendet; W. Wurst, Neuherberg 
3.1.8. Chemikalien, Enzyme, Geräte und Sonstiges 
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg 
HybondTM-ECL-Zellulosemembran, HybondTM-N+-Nylonmembran, 32P-dCTP 
(3000 Ci/mmol), ECLTM-Western blotting analysis System, G50 und G25-Sepharose-Säulen 
(„Nick columns“) 
Beckmann, Heidelberg 
Avanti J25 Zentrifuge, L7-55 Ultrazentrifuge 
BectonDickinson GmbH, Heidelberg 
Plastik-Reagenzgefäße 15 und 50 ml, Zellkulturflaschen, 96 und 6-Loch-Platten, Zellschaber, 
FACS Calibur  
Bio-Rad Lab., Richmond, Calif., USA 
Gene PulserTM, Gene Pulser Küvette (0,4 cm Elektrode) 
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Calbiochem GmbH, Frankfurt/Main 
Dithiothreithol (DTT), Hygromycin B  
Coulter Electronics GmbH, Krefeld 
"Particle Counter", Z Serie 
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA 
Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton 
Eastman Kodak Company, Rochester, N.Y., USA 
Biomax MS Filme 
Eppendorf Gerätebau, Hamburg 
Tischzentrifuge 5415, Reaktionsgefäße verschiedener Größe, BioPhotometer 
Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq DNA Polymerase 
Genomed, Bad Oeynhausen 
Maxi-Präparations-Kit für Plasmidpräparationen (Jetstar) 
Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein 
Fötales Kälberserum (Feeder-Zellkultur, Mauspräparationen), L-Glutamin für Zellkultur; 
Natrium-Pyruvat für Zellkultur; Penicillin/Streptomycin, Trypsin-EDTA (1x); Trypanblau; 
Zellkultur Medien; RPMI 1640, DMEM, Yeast Extract, Bacto-Agar, Bacto-Trypton; 
Trypanblau, Nicht-essentielle Aminosäuren (100x), BHK-21 Medium Glasgow MEM, 
KnockoutTMSR Serum Ersatz (KSR), α-MEM 
Hereus Christ Instruments, Düsseldorf 
Zytoperm Begasungs-Brutschrank; Umluft-Sterilbank; Zentrifuge 
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA 
Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit, SemiPhor, Semidry Blottingsystem 
Eastman Kodak Company, Rochester, N.Y., USA  
Biomax MS PE Applied Biosystems 35x43 cm 
Life Technologies, Eggenstein 
Amphotericin B (Fungizone), fötales Kälberserum, HEPES, 1 Kb DNA-Leiter, L–Glutamin, 
Lipofectamin Transfektionsreagenz, Natrium-Pyruvat, Optimem I, Penicillin, Streptomycin, 
Trypsin-EDTA (1x), Trypton, Zellkulturmedium RPMI 1640, Superscript™II-Reverse 
Transkriptase Kit, BenchMarkTM Prestained Protein Ladder 
Macherey-Nagel, Düren 
Nucleobond AX500 Säulen 
MBI Fermentas, St. Leon-Rot 





Glyzerin, Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Ammoniumperoxodisulfat (APS), Essigsäure, 
Ethidiumbromid, Ethanol, Glucose, Glyzin, Glyzylglyzin, Isopropanol, Kaliumacetat, Kalium-
chlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Lithiumchlorid, Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat, 
Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat, Natriumdodecylsulfat (SDS), Na-
trium-Orthovanadat, Salzsäure, Saccharose, Tetramethylendiamin (TEMED), Triton-X-100 
Miltenyi-Biotec 
CD43, CD19 Beads; LS-Columns; LD-Columns 
Nunc GmbH, Wiesbaden 
Cryotubes 3 ml, Impfösen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen, 48 und 96 
Loch Platten 
New England Biolabs, Schwalbach 
Restriktionsenzyme, DNA modifizierende Enzyme 
Pall Gelman Sciences, Dreieich 
Acrodisc Syringe Filter, 0,8 µm 
PAN  
Fötales Kälberserum (ES-Zellkultur)  
PE Biosystems, Weiterstadt 
PCR-Reaktionsgefäße 
Peqlab, Erlangen 
Reaktionsgefäße, Elektroporationsküvetten (2 mm Plattenabstand), Elektrophorese-Kammern, 
dNTPs 
Promega GmbH, Mannheim 
GoTaq DNA Polymerase 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
dNTPs, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), alkalische Phosphatase, DNase I, RNase 
I, Klenow-Fragment, Restriktionsenzyme, Random primed DNA labeling kit, cDNA-Synthese-
System, High Pure RNA Isolation Kit, Light Cycler, Light Cycler – Fast Start DNA Master 
SYBR green I 
Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat, Phenol, Roti-Block, Acrylamid 
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Sigma Chemie, München 
Ampicillin, Bromphenolblau, Glyzerophosphat, DMSO, Dithiothreitol (DTT), Glyzin, HEPES, 
Harnstoff, Kälberthymus-DNA, Lysozym, Natriumfluorid, Natriummolybdat, Natriumortho-
vanadat, Natriumpyrophosphat, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Triton X-100, Mono-
laurat (Tween-20), Prestained SDS Molecular Weight Marker, Rinderserumalbumin (BSA) 
Stratagene, Heidelberg 
Robocycler 
Schleicher & Schuell, Dassel 
Filtereinheit 1,2 µm 
Zeiss, Oberkochen 
Axiovert 10 Fluoreszenzmikroskop 
Alle hier nicht aufgeführten Materialien werden im Methodenteil erwähnt oder wurden von 
Sigma Chemie (München) oder Merck-Eurolab GmbH (Darmstadt) bezogen. 
3.2. Methoden 
3.2.1. Zellkultur und Analyse von Zellen 
Allgemeine Zellkulturtechniken 
Die beschriebenen Zellkulturtechniken halten sich an das leicht abgewandelte Protokoll von 
Torres und Kühn (1997). Alle Arbeiten wurden unter Benutzung steriler Pipetten sowie Lösun-
gen durchgeführt und unter einer Umluft-Sterilbank. Die Zellen wurden, falls nicht anders be-
schrieben, bei 1200 Upm (ca. 300 x g) für 10 Minuten zentrifugiert. Für die Waschschritte wur-
de steriles PBS verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit 
und 5 % CO2 kultiviert. Die verschiedenen Zelltypen wurden in Medien kultiviert, die für diese 
angepasst waren. Die Zellkulturplatten wurden mit 2 % Gelatine in PBS für 15 Minuten be-
schichtet, um bei adhärenten Zellen eine gute Festsetzung zu gewährleisten. Die OP9-Zellen 
wurden alle 2 - 3 Tage im Verhältnis 1 - 3 bis 1 : 4 auf neue Zellkulturschalen überführt. 
ES-Zell-Medium 500 ml DMEM, 75 ml FCS, 6 ml Natrium-Pyruvat (100x), 6 ml Glutamin (100x), 6 ml 
Nicht essentielle Aminosäuren (100x), 1,2 ml 2-β-Mercaptoethanol (50 mM) 0,8 ml LIF 
EF-Zell-Medium 500 ml DMEM, 60 ml FCS, 6 ml Natrium-Pyruvat (100x), 56 ml Glutamin (100x), 5 ml 
Penicillin/Streptomycin (100x) 
B-Zell Medium (primäre B-Zellen) 500 ml RPMI 1640, 60 ml FCS, 6 ml Penicillin/Streptomycin  (100x), 
6 ml Glutamin (100x), 6 ml Natrium-Pyruvat (100x) 
Medium (293-, 721-, B95.8-, Raji-Zellen) 500 ml RPMI 1640, 10 % FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin  (100x), 
5 ml Natrium-Pyruvat (100x), 5 ml HEPES 
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OP-Medium 500 ml α-MEM, 20 % FCS, 10-4 M β-Mercaptoethanol 
Differenzierungsmedium 500 ml α-MEM, 10 % FCS, 10-4 M β-Mercaptoethanol 
EB5-Medium 500 ml BHK-21 Medium Glasgow MEM, 10 % KSR, 1 % FCS, 6 ml Natrium-Pyruvat 
(100x), 6 ml Nicht-essentielle Aminosäuren (100x), 10-4 M β-Mercaptoethanol, 0,8 ml 
LIF 
Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 1:2 mit Trypanblau gemischt, einem Farbstoff, 
der nur von toten Zellen aufgenommen wird. 10µl der gefärbten Zellen wurde auf eine Neu-
bauer Zählkammer aufgetragen, die Anzahl lebender Zellen lichtmikroskopisch bestimmt und 
die Zellzahl/ml berechnet.  
Trypsinieren von Zellen 
Durch eine kurze Behandlung mit dem proteolytischen Enzym Trypsin wurden adhärente Zel-
len von der Zellkulturschale gelöst und in Suspension gebracht. Die Zellen wurden dazu zwei-
mal mit PBS gewaschen und anschließend für 5 Minuten mit 1x Trypsin bei 37° C inkubiert. 
Die Enzymreaktion wurde anschließend mit der doppelten Menge des jeweiligen Medium ge-
stoppt. Die Zellen wurden mehrmals pipettiert, um eine Einzelzelllösung zu erhalten, zentrifu-
giert und je nach Verwendungszweck in Medium aufgenommen. 
Aufbewahrung von Zellen 
In Gegenwart von DMSO können Zellen in flüssigem Stickstoff eingefroren und über einen 
längeren Zeitraum gelagert werden. Die Zellen wurden zuerst in Einzelzellsuspension gebracht, 
zentrifugiert und in Einfriermedium resuspendiert. In einem Crypröhrchen wurden die Zellen 
schonend auf –80 °C abgekühlt und für eine längere Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff 
überführt. Sollten Zellen in 96-Loch-Platten eingefroren werden, wurden diese ebenfalls ab-
trypsiniert, in Einzelzellsuspension gebracht und die Enzymreaktion durch 2fach konzentriertes 
Einfriermedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde mit Mineralöl überschichtet, die Platten 
mit Parafilm versiegelt und mit Zellstoff umwickelt. Die Platten wurden bei -80 °C gelagert. 
Zum Auftauen der Zellen wurden sie in einem 37 °C warmen Wasserbad schnell erwärmt, vor-
sichtig in 30 ml Kulturmedium gewaschen und in ein Zellkulturschale mit frischem Medium 
überführt. 
Einfriermedium  40 % Medium, 50 % FCS und 10 % DMSO 
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Mitotische Inaktivierung von EF-Zellen 
EF-Zellen müssen mitotisch inaktiviert werden, bevor man sie zur Kokultivierung mit murinen 
ES-Zellen verwenden kann. Diese Inaktivierung erfolgt mit Hilfe des Zellgiftes Mitomycin C 
(10 µg / ml), das aus dem Pilz Streptomyces caespitosus gewonnen wird. Es vernetzt die beiden 
DNA-Stränge durch alkylierende Reaktionen kovalent und verhindert dadurch weitere Zelltei-
lungen. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Mitomycin C-haltigem EF-Medium 2 - 4 
Stunden im Brutschrank inkubiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Nach dem 
Trypsinieren, wurden die Zellen in geeigneter Dichte ausplattiert. 
Transfektion und Selektion von ES-Zellen 
Für eine Transfektion wurden 1x107 ES-Zellen eingesetzt, die mit PBS gewaschen, abtryp-
siniert und anschließend in 700 µl RPMI 1640 ohne Phenolrot aufgenommen wurden. Die 
Zellen wurden mit 25 µg DNA versetzt und in eine Elektroporationsküvette (0,4 cm Elektro-
denabstand) überführt. Die Elektroporation erfolgte in einem Elektroporator bei 230 mV und 
500 µF. Nach der Elektroporation wurden die Zellen nochmals für 5 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert und dann auf eine 10-cm-Zellkulturplatte ausgebracht, die mit einer EF-Zell-
schicht bewachsen war. 48 Stunden nach der Elektroporation wurde mit der Selektion mit 
G418 Sulfat begonnen. 
Vereinzeln und Expandieren von ES-Zell-Kolonien 
Neun bis elf Tage nach der Transfektion wurden die G418-resistenten Kolonien gepickt. Dazu 
wurden die Platten mit 10 ml PBS überschichtet. In einer Gegenstrom-Sterilbank wurden mit 
Hilfe einer Pipette unter einem Stereomikroskop einzelne Kolonien in 20 µl PBS 
aufgenommen. Die Kolonien wurden jeweils in ein Loch einer 96-Loch-Platte transferiert und 
mit 40 µl Trypsin versetzt. Nach einer kurzen Inkubation bei 37 °C wurden sie in 
Einzelzellsuspension gebracht und die Reaktion mit 100 µl Medium gestoppt. Anschließend 
wurden die Zellen auf eine mit EF-Zellen beschichtete 96-Loch-Platten ausgebracht. 
Präparation primärer Maus Lymphozyten  
Primäre, murine B-Zellen wurden aus der Milz von Balb/C J-Mäusen isoliert. Die Mäuse wur-
den durch 2-minütige CO2 Begasung in einem geschlossenen Behälter getötet und die Milz als 
ganzes Organ entnommen. Um die lymphatischen Zellen aus dem Gewebeverbund zu lösen, 
wurde das Gewebe durch ein feines Sieb gedrückt. 
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Isolierung von B-Zellen 
Um aus einer Zellsuspension von Milzzellen oder einem Differenzierungsansatz B-Zellen zu 
isolieren, wurden die Zellen durch „Magnetic Cell Sorting“ (MACS)-Separation (Miltenyi 
Biotec) fraktioniert. Dabei werden die Zellen an magnetische Kügelchen gebunden, die an 
spezifische Antikörper gekoppelt sind, und auf eine Säule geladen, die sich in einem starken 
magnetischen Feld befindet. Gebundene Zellen werden durch das Magnetfeld angezogen und 
bleiben in der Säule, während die ungebundenen Zellen die Säule passieren können. Nach 
Entfernen des Magnetfeldes können die auf der Säule gebundenen Zellen eluiert werden. Für 
die Isolation der B-Zellen wurden α-CD19-Antikörper- bzw. α-IgM-Antikörper-gekoppelte 
„MicroBeads“ von Miltenyi Biotec verwendet und die Zellen nach Firmenprotokoll isoliert. 
Durchflusszytometrie 
Einzelzellen einer Zellsuspension können durch Durchflußzytometrie in einem FACSTM-Gerät 
analysiert werden. Die Zellen werden mit Antikörpern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff ge-
koppelt sind, gefärbt. Man kann bei der FACS-Analyse auf der Basis einzelner Zellen bestim-
men, wie viele Zellen einer Zellsuspension ein bestimmtes Protein exprimieren und welches re-
lative Expressionsniveau erreicht wird. Die verwendeten Antikörper sind unter Abschnitt 3.1.1 
aufgeführt. Die Zellen wurden zuerst mit PBS/2 % FCS gewaschen und anschließend mit einer 
Kombination von FITC-, PE-, PerCP- oder APC-konjugierten monoklonalen Antikörpern ge-
färbt, die ebenfalls in PBS/2 % FCS verdünnt waren. Um tote Zellen von den lebenden abzu-
grenzen, wurden den Färbungen Propidiumiodid (PI) zugegeben. Dieser Farbstoff  dringt nur in 
tote Zellen ein, deren Membran permeabilisiert ist. Die Zellen wurden für mindestens 15 Minu-
ten gefärbt, in PBS/2 % FCS gewaschen und anschließend für die Analyse in 150 - 500 µl 
PBS/2 % FCS aufgenommen. Es wurden je Färbung wenn möglich 5x104 lebendige Zellen auf-
genommen, die sich innerhalb des „Lymphozyten-Fensters“ befanden. Dieses wird durch eine 
bestimmte Größe der Zellen und die lichtbrechenden Eigenschaften der Zelle definiert. Durch 
die PI-Färbung konnten toten Zellen aus dieser Population ausgeschlossen. Da die Färbungen 
teilweise in ihrer Intensität variieren, wurden primäre B-Zellen als Kontrollen mit den jeweils 
verwendeten Antikörpern gefärbt. 
In vitro Differenzierung von ES-Zellen 
ES-Zellen sind pluripotent, d. h. sie haben die Fähigkeit in Zellen aller drei Keimschichten (En-
doderm, Ektoderm und Mesoderm) zu differenzieren. Diese Eigenschaft wird genutzt, um ES-
Zellen in vitro zu B-Zellen zu differenzieren. Dazu wurde das von Cho et al. beschriebene 
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Protokoll verwendet und geringfügig modifiziert (Cho et al., 1999). Während des gesamten 
Differenzierungsprozesses werden die ES-Zellen auf einer Zellschicht aus OP9-Stromazellen 
kultiviert, die bestimmte für die Differenzierung der ES-Zellen zu B-Zellen notwendige Cyto-
kine (SCF, IL7) exprimieren. 
 
Abb. 3.1: Die Zeitlinie der in vitro B-Zell-Differenzierung 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf einer in vitro B-Zelldifferenzierung von murinen ES-Zellen. An Tag 
0 werden die ES-Zellen auf eine OP9-Zellschicht in Differenzierungsmedium ausgebracht. Bis Tag 5 
beginnen die ES-Zell-Kolonien zu differenzieren und zerfallen zu Einzelzellen. Erste mesodermale Ko-
lonien entstehen. An Tag 5 werden die Zellen zum ersten Mal passagiert und auf eine neue OP9-Zell-
schicht übertragen. Dem Medium wird Flt3L zugesetzt. An Tag 8 befinden sich die hämatopoetischen 
Vorläufer-Zellen im Überstand des Differenzierungsansatzes und werden auf eine neue OP9-Zellschicht 
überführt. Dort nisten sie sich unter der OP9-Zellschicht ein und bilden sogenannte „cobblestones“, die 
ab Tag 12 zu sehen sind. Ab Tag 15 befinden sich erste B220+CD19+ Zellen im Überstand des Differen-
zierungsansatzes und entwickeln sich zu unreifen B-Zellen weiter (B220+CD19+IgM+). Reife B-Zellen 
die zusätzlich IgD exprimieren können erst ab Tag 28 detektiert werden. 
An Tag 0 der Differenzierung werden 1x104 ES-Zellen in Differenzierungsmedium auf eine 
mit OP9-Zellen beschichtete 6-Loch-Zellkulturplatte ausgebracht. Das Differenzierungsme-
dium enthält kein LIF, so dass die ES-Zellen im Laufe der nächsten fünf Tage beginnen zu 
differenzieren und die ES-Zell-Kolonien in Einzelzellen aufbrechen. An Tag 3 wird das Me-
dium gewechselt. An Tag 5 sind neben undifferenzierten ES-Zell-Kolonien auch viele meso-
dermale Kolonien zu beobachten. Um nichtadherente Zellen, die sich zu hämatopoetischen 
Vorläuferzellen entwickeln, von den adherenten Geweben zu trennen, werden die Zellen tryp-
siniert, auf eine mit Gelatine beschichtete 10 cm-Zellkulturplatte überführt und für 25 Minuten 
in einem Brutschrank inkubiert. Anschließend werden die im Überstand befindlichen Zellen 
auf eine neue 10 cm-Zellkulturplatte überführt. Dem Differenzierungsmedium wird zu diesem 
Zeitpunkt das Cytokin Flt3-Ligand (20 ng/µl) zugesetzt. Dieses Cytokin unterstützt die Bildung 
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von hämatopoetischen Vorläuferzellen (Namikawa et al., 1996). An Tag 8 befinden sich kleine 
Trauben runder, glatter Zellen mit hämatopoetischem Potential im Überstand, werden in 
Differenzierungsmedium ohne Flt3-Ligand überführt und können auf zwei Löcher einer 6-
Loch-Platten mit einer frischem OP9-Zellschicht ausgebracht werden. 
Die zeitlich begrenzte Zugabe von Flt3-Ligand weicht von dem Protokoll von Cho et al. ab, in 
dem das Cytokin ab Tag 5 während der gesamten Differenzierungsperiode zugegeben wird 
(Cho et al., 1999). Diese Änderung wurde von C. Hömig eingeführt, die zeigen konnte, dass 
der Ein-fluss des Cytokins nur in dieser begrenzten Zeit notwendig ist (persönliche 
Kommunikation). Die Zellen befinden sich nur in einem relativ engen Zeitfenster im Überstand 
der Kultur und wandern danach wieder unter die OP9-Zellschicht. Sie bilden so genannte 
„cobblestones“ aus (engl. für Kopfsteinpflaster). Die Bezeichnung beschreibt das Aussehen der 
Zellen unter der Zellschicht, wo man sie als dunkle, eng beieinander liegende, runde bis leicht 
eckige Zellen erkennen kann. Ansätze in denen sich keine „cobblestones“ bildeten wurden 
verworfen, da sich ohne diese Strukturen keine B-Zellen entwicklen können. 
An Tag 10 wird erneut das Medium gewechselt. Aus den „cobblestones“ entwickeln sich im 
Laufe der nächsten Tage unreife B-Zellen (B220+CD19+IgM+), die aus der OP9-Zellschicht in 
den Überstand der Kultur wandern und sich dort zu reifen B-Zellen (B220+CD19+IgM+IgD+) 
weiterentwickeln. Abweichend von dem Protokoll von Cho et al. wurden die Zellen nach Tag 8 
nicht mehr trypsiniert und auf eine neue OP9-Zellschicht überführt (Cho et al., 1999), da bei 
dem Umsetzen der Zellen die „cobblestone“-Strukturen aufbrechen und sich nur in einem 
geringe-ren Maße wieder unter der neuen Zellschicht bilden. An Tag 21 wurden die im 
Überstand be-findlichen Zellen teilweise abgenommen und analysiert. Ansätze bei denen zu 
diesem Zeit-punkt unreife B-Zellen im Überstand gefunden wurden, wurden an Tag 28 auf das 
Vorhanden-sein von reifen B-Zellen überprüft. 
Im Laufe der Differenzierung kommt es zur Ausbildung anderer, z. B. mesodermaler Gewebe, 
die die Bildung von „cobblestones“ beeinflussen. So kann mesodermales Gewebe durch starke 
Proliferation die Zellschicht aus OP9-Zellen sowie „cobblestones“ zurückdrängen und damit 
die lose adhärierten frühen B-Zellen. Zwar sollten mit dem Überführen der im Überstand be-
findlichen Zellen an Tag 8 der Differenzierung mesodermale Gewebe und undifferenzierte ES-
Zell-Kolonien abgetrennt werden, aber es ist nicht immer zu verhindern, dass Teile dieser Ge-
webe mit in die neue Zellkulturschale transferiert werden und dort durch ihre starke Prolife-
ration große Bereiche einnehmen. Dies wirkt sich insbesondere während der frühen Phase der 
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„cobblestone“-Bildung, bei der sich die Vorläuferzellen unter der OP9-Zellschicht einnisten 
und dessen Unterstützung benötigen, negativ auf die B-Zell-Entwicklung aus. 
OP-Medium 500 ml α-MEM, 20 % FCS, 10-4 M β-Mercaptoethanol 
Differenzierungsmedium 500 ml α-MEM, 10 % FCS, 10-4 M β-Mercaptoethanol, (Flt3-Ligand) 
„plasmid rescue“-Analyse 
Ein Verfahren zum Nachweis episomaler Plasmide in eukaryotischen Zellen ist das sogenannte 
„plasmid rescue“-Verfahren, bei dem Plasmid-DNA aus den Zellen isoliert, in E.coli-Bakterien 
überführt und dort durch Restriktionsverdau analysiert wird. Die Plasmide werden dadurch 
sozusagen aus den Zellen „gerettet“, daher der Name des Nachweises. Neben der episomalen 
Aufrechterhaltung kann mit diesem Verfahren auch noch untersucht werden, ob es zu groben 
Veränderungen in der DNA-Sequenz der Plasmide gekommen ist (z. B. durch Deletion großer 
Fragmente) und ob die Plasmide auch ohne Selektionsdruck über viele Zellgenerationen stabil 
aufrechterhalten werden können. 
1x107 Zellen werden einmal mit PBS gewaschen und in 10 ml Lysepuffer aufgeschlossen. Die 
genomische DNA wird durch kurzes Vortexen zerstört. Nach 5 Minuten bei RT wird tropfen-
weise 500 µl 1 M Tris pH 7,1 sowie 1,2 ml 5 M NaCl und 35 µl Proteinase K (20 mg/ml) zuge-
geben und der Ansatz bei 37 °C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wird das gleiche Volu-
men Phenol zugeben, 5 Minuten bei RT inkubiert und 15 Minuten bei 3500 Upm zentrifugiert. 
Die wässrige, obere Phase wird in ein neues 50 ml Falcon überführt und mit zweifachen Volu-
men Butanol vermischt. Nach einem Zentrifugationschritt (2 Minuten, 3500 Upm, 20 °C) wird 
die untere, wässrige Phase erneut in ein neues Falcon übertragen und die DNA durch Zugabe 
des 2,5fachen Volumen 100 % Ethanol bei -20 °C gefällt. Die pelletierte DNA wird in 80 % 
Ethanol gewaschen und in 200 µl TE-Puffer aufgenommen. Die DNA kann dann mittels Elek-
troporation in E.coli Bakterien eingebracht und erneut Plasmid-DNA gewonnen werden. Durch 
eine anschließende Restriktionsanalyse der DNA kann das dadurch erhaltene Bandenmuster 
mit dem vorhergesagten Restriktionsschema verglichen werden. 
Lysepuffer  1 % SDS, 2 mM EDTA, 50 mM NaCl, 40 mM NaOH 
Analyse von ES-Zellen mit Gardella-Gelen 
Mit Hilfe von Gardella-Gelen kann untersucht werden, ob in Zellen episomale Plasmide vor-
liegen. Von den zu untersuchenden Zellen werden 5x106 Zellen in PBS gewaschen und in 50 µl 
15 % Ficoll resuspendiert. Die Proben werden in die Taschen eines 0,8 %igen TBE-Gels über-
führt. Das Gel besitzt zwei Abschnitte: einen ca. 3 cm breiten Gelabschnitt, der mit 2 % SDS 
und 1 mg/ml Proteinase K versetzt ist und aus dem nach Anlegen einer Spannung das SDS und 
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die Proteinase K sich durch ihre Ladung in Richtung der Geltaschen bewegen. Durch diesen 
Vorgang werden die Zellen aufgebrochen und die darin enthaltene DNA wandert in den zwei-
ten Gelabschnitt ohne Zusätze. Das ermöglicht es, intakte Mini- bzw. Maxi-EBV-Konstrukte 
mit einer Größe von 82 kB bzw. 182 kB zu isolieren. 
Das Gel läuft bei 4 °C in TBE-Puffer in einer Gelkammer 3 Stunden bei 20 V. Danach wird die 
Spannung auf 120 V erhöht und zusätzlich eine Pumpe aktiviert, die den Puffer in der Gelkam-
mer umwälzt. Das Gel läuft über Nacht ebenfalls bei 4 °C. Am nächsten Tag wird der obere 
Gelabschnitt entfernt, der restliche Teil 20 Minuten mit Ethidiumbromid-Lösung gefärbt. Die 
DNA wird dann wie unter „Southern-Blot-Hybridisierung“ beschrieben von dem Gel auf eine 
Membran übertragen und anschließend mit einer radioaktivmarkierten Sonde detektiert. Bei 
einer eventuellen, chromosomalen Integration der episomalen Konstrukte, können keine Sig-
nale detektiert werden, da die genomische DNA aufgrund ihrer Größe in den Taschen des Gels 
verbleibt. Als Positivkontrolle wurden Raji-Zellen benutzt, die 50 EBV-Genome pro Zelle ex-
trachromosomal enthalten. Eine leichte Verschiebung in der Höhe der Banden im Gel kommt 
durch die Zahl der erfolgreich lysierten Zellen zustande, wie an den Raji-Kontrollen zu sehen 
ist, bei denen absteigende Zellzahlen pro Spur aufgetragen wurden (Abb. 4.14). 
PBS   4 mM KH2PO4, 16 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl, pH 7,4 
TBE-Puffer  89 mM Tris, 89 mM Borat, 2 mM EDTA 
3.2.2. Bakterienkultur 
Vermehrung und Aufbewahrung  
Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium oder zur Vereinzelung von Kolonien 
auf LB-Agar-Platten kultiviert. Bei Selektion auf Resistenz gegen ein oder mehrere Antibiotika 
wurden dem LB-Medium Ampicillin (100 µg/ml), Chloramphenicol (30 µg/ml), Zeocin (25 µg 
/ ml) und Kanamycin (30 µg/ml) zugegeben. Zur Lagerung von Bakterien über längere Zeit-
räume wurde eine dicht gewachsene Bakterienkultur mit 50 % Glyzerin versetzt und bei -80 °C 
aufbewahrt. 
LB-Medium  1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl 
LB-Agar-Platten  15 g Bacto-Agar ad 1 l LB-Medium 
Transformation 
Transformationskompetente E.coli Stämme wurden nach einem Protokoll von Hanahan et al. 
hergestellt (Hanahan, 1985). Die kompetenten Bakterien wurden bei – 80 °C gelagert. Für eine 
Transformation wurden 200 µl dieser Bakterien zusammen mit ca. 50 ng eines Ligationsansat-
zes und 7 µl DMSO gemischt. Der Ansatz wurde für 90 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad 
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inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurden die Zellen eine Stunde bei 37 °C 
inkubiert und die Zellsuspension auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplat-
tiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 
SOC-Medium 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
MgSO4, 0,2 % Glukose 
TFB-Puffer  10 mM K-Mes (pH 6,2), 50 mM CaCl2, 45 mM MnCl2, 100 mM RbCl 
 
Alternativ dazu wurde nach dem Protokoll von Chung et al. gearbeitet (Chung et al., 1989). 
Hierbei wurden die Bakterien in LB-Medium bis zu einer OD600 von 0,3 - 0,4 angezogen. Ein 
1ml der Kultur wurde bei 3000 Upm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und das 
Bakterienpellet zusammen mit 100 ng Plasmid-DNA in 100µl TSS-Puffer resuspendiert. Der 
Transformations-ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend 90 Sekunden bei 
42 °C. Nach Zu-gabe von 1ml SOC-Medium und einer Inkubation von 1 Stunde bei 30 bzw. 37 
°C wurde die Zellsuspension auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. 
Die Platten wur-den über Nacht bei 30 bzw. 37 °C im Brutschrank inkubiert. 
TSS-Puffer LB-Medium, 10 % PEG (Molekulargewicht 3350 oder 8000), 5 % DMSO, 20 - 50mM 
Mg2+, pH 6,5  
3.2.4. DNA-Arbeitstechniken 
Die Anwendung allgemein üblicher Techniken, die im Umgang mit Nukleinsäuren benutzt 
wurden, wie z.B. Phenolextraktion, Ethanolpräzipitation, Konzentrationsbestimmung im Spek-
tralphotometer, Auftrennung bzw. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, enzy-
matische Restriktionshydrolyse, Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase, 
Behandlung von DNA-Fragmenten mit Klenow-Polymerase oder T4-DNA-Polymerase, Li-
gierung freier DNA-Enden, Präparation von Plasmid-DNA über alkalische Lyse, oder durch 
Ultrazentrifugation in einem Cäsiumchlorid-Ethidiumbromid-Gradienten, etc. erfolgte in An-
lehnung an Standardprotokolle (Sambrook et al., 1989). 
DNA-Präparation von ES-Zellen in 96-Loch-Platten: 
Für die Präparation der ES-Zell-Klone aus 96-Loch-Platten wurden diese bis zur Konfluenz 
kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und pro Loch 50 µl Lyse-Puffer zugegeben. 
Die Platten wurden anschließend in wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 56 °C über Nacht 
inkubiert und am nächsten Tag auf Raumtemperatur abgekühlt. Pro Loch wurden 100 µl 100 
%-Ethanol zugesetzt, um die DNA zu präzipitieren. Nach einer Stunde Inkubation bei RT wur-
de der Überstand sehr vorsichtig abgegossen. Die DNA wurde dann noch zweimal mit 100 µl 
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75 %-Ethanol gewaschen, anschließend getrocknet bis keine Ethanol mehr wahrzunehmen war 
und direkt in der vorbereiteten Lösung für den darauf folgenden Restriktionsverdau resuspen-
diert (35 µl/Loch). 
Lyse-Puffer 10 mM Tris pH 7,5, 10 mM EDTA, 10 mM NaCl, 0,5% Sarcosyl, 1 mg/ml Proteinase K 
DNA-Präparation von ES-Zellen aus 10 cm-Platten  
Zur Präparation der genomischen DNA von ES-Zellklonen in größeren Mengen wurden die 
Klone auf 10 cm-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS 
gewaschen und Lysepuffer zugegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei 37 °C wurden die Ze-
len dann mit einer Pipette in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und bei 56 °C über Nacht 
inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die DNA über eine Ethanol-Präzipitation isoliert. Statt 
der Zentrifugationsschritte wurde die DNA jedoch mittels eines Glashakens aus den Lösungen 
gefischt und bei jedem Schritt in ein neues Gefäß überführt. 
Enzymatische Spaltung genomischer DNA aus ES-Zellen:  
Bei der Spaltung von genomischer DNA aus Zellen, die direkt in 96-Loch-Platten präpariert 
wurden, wurde die DNA direkt nach der Fällung in 35 µl Restriktionslösung aufgenommen und 
die Platten, nach der Versiegelung mit Parafilm, in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre 
über Nacht bei 37 °C inkubiert. Für die Spaltung genomischer DNA, die bereits gelöst war, 
wurden 5 - 10 µg DNA mit 50 - 60 µl Restriktionslösung bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
Restriktionslösung 1 mM Spermidin, 1 mM DTT, 100 µg/ml BSA, 50 µg/ml RNAse, 1/10 
Volumen Puffer (10X), 50 U/Loch Enzym 
Extraktion zellulärer DNA aus eukaryotischen Zellen 
Ca. 1x107 Zellen wurden abzentrifugiert, mit PBS gewaschen, in 2,1 ml TE aufgenommen und 
durch Zugabe von 1 % SDS lysiert. Das Lysat wurde 2 Stunden lang bei 50 °C, alternativ über 
Nacht bei 37 °C, mit Proteinase K (50 µg/ml Endkonzentration) verdaut. Nach Zusetzen von 1 
ml 5 M NaCl wurde die Suspension kräftig geschüttelt und für 30 Minuten bei 15000 Upm in 
einer Sigma Zentrifuge abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit zweifachem Volumen Etha-
nol präzipitiert, das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und in einem geeigneten Volu-
men TE (ca. 500 µl) über Nacht resuspendiert. 
Schnellaufreinigung von Plasmiden mit einer Größe von bis zu 30kb 
Die Plasmidpräparation erfolgte nach der modifizierten „Boiling Method“ (Holmes und 
Quigley, 1981). 1/4 eines konfluenten Bakterienrasens auf einer Agarplatte wurde abgeschabt 
und in 200 µl Lysis-puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 3 µl Lysozym-Lösung (10 mg/ml) 
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wurde die Zellwand aufgelöst. Zur Denaturierung der Proteine wurde der Ansatz für 2 Minuten 
bei 100 °C erhitzt und 5 Minuten auf Eis abgekühlt. Durch Zentrifugation (10 Minuten, 15000 
Upm, RT) wurden Zellreste mit chromosomaler DNA, die mit der Zellwand assoziiert sind, 
und ribosomale RNA sedimentiert. Der Überstand konnte direkt für enzymatische Spaltungen 
eingesetzt werden, oder er wurde nach Entfernung des Pellets mit 500 µl 100 % Ethanol gefällt, 
mit 70 % Ethanol gewaschen und die luftgetrocknete DNA in 40 µl H2O gelöst. 
Lysispuffer:  50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 62,5 mM EDTA, 0,4 % (v/v) Triton X-100, 2,5 M LiCl 
Präparative Plasmidreinigung 
Die präparative Plasmidreinigung aus einer stationären 400 ml Kultur erfolgte mit Hilfe von 
DNA-Adsorptionssäulen nach Angabe des Herstellers (Genomed). Die eluierte DNA wurde 
mit 0,7 Volumenprozent Isopropanol gefällt und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer auf-
genommen. 
Präparation von EBV-Plasmid-DNA aus E.coli 
2,4 l Bakterienkultur wurde für 15 Minuten bei 5000 Upm und Raumtemperatur in einer 
Heraeus Seratech Zentrifuge abzentrifugiert. Die Bakterienlyse und DNA-Präparation erfolgte 
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989). Anschließend wurde die 
gewonnene DNA in insgesamt 5 ml 5x TE Puffer, 100 µl RNase A (1 mg/ml) und 100 µl 
Proteinase K-Lösung (10 mg/ml) aufgenommen und 30 Minuten bei RT geschwenkt. 6,5 g 
CsCl wurden hinzugegeben und aufgelöst. Diese Mischung wurde in ein 
Ultrazentrifugenröhrchen (Sorvall, 11,5 ml) überführt, in das 800 µl Ethidiumbromid (1% w/v, 
Merck) vorgelegt wurde. Das UZ-Röhrchen wurde mit 1,55 g/ml CsCl-Lösung aufgefüllt. Die 
Zentrifugation erfolgte in einem 70 TI-Festwinkelrotor für 72 Stunden bei 38000 Upm und 20 
°C in einer Beckmann L-60 Ultrazentrifuge. Nach dieser Zeit wurden die DNA-Banden unter 
UV-Licht (365 nm) sichtbar gemacht und die untere Bande, die der „supercoiled“-Plasmid-
DNA entspricht, mit einer Einmalkanüle (2,1x38 mm, BOVI•VET) abgezogen und das 
restliche Ethidiumbromid durch Ausschütteln mit CsCl-gesättigtem Isopropanol extrahiert. 
Nach Zugabe von TE-Puffer auf das fünffache Volumen und DNA-Präzipitation mit 
Isopropanol wurde die EBV Plasmid-DNA in TE-Puffer aufgenommen. Alternativ dazu wurde 
EBV Plasmid-DNA auch mit Nucleobond AX500 Säulen der Firma Macherey-Nagel, Düren, 
nach Angaben des Herstellers gewonnen. Hierzu wurde von 400 ml einer stationär 
gewachsenen Kultur ausgegangen. 
5x TE  50 mM TRIS pH 8,0, 20 mM EDTA 
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Homologe DNA-Rekombination in E. coli zur Konstruktion des Plasmids p3314 
Das Plasmid p3300 wurde zur homologen Rekombination mit dem Mini-EBV Plasmid p2801 
in E.coli DH10B mit dem Transformationsprotokoll von Chung et al. transformiert (Chung et 
al., 1989). Dieser E.coli -Stamm trug das Rezipienten-Mini-EBV Plasmid p2801, sowie das 
Plasmid p2975. Dieses Rekombinationssystem in E.coli DH10B wurde in Anlehnung an den 
bereits beschriebenen recA-positiven, recBC-negativen E.coli Stamm BJ5183 (Janz et al., 
2000) entwickelt (B. Neuhierl, Abteilung Genvektoren, GSF). Der verwendete recA-negative 
Stamm E.coli DH10B enthält zusätzlich zu dem Mini-EBV-Plasmid das Plasmid p2975, das 
unter Kontrolle eines temperatursensitiven Replikationsursprungs für die Rekombinase RecA 
und den Exonukleaseinhibitor Redγ kodiert. Nach Transformation von p3300 wurden dreifach 
resistente Klone bei 30 °C inkubiert (p2801 Chloramphenicolresistenz, p3300 Ampicillin-
Resistenz, p2975 Zeocin-Resistenz). Ein anschließender Temperaturwechsel auf  42 °C führte 
zum Verlust des temperatursensitven Plasmids p2975, was leicht an der Sensitivität der 
gewachsenen Kolonien gegen Ampicillin nachzuprüfen war. In Ampicillin-sensitive Klone 
wurde das Plasmid p2995 (Kanamycin-Resistenz) transformiert, das für Resolvase codiert. Die 
Bakterien wurden bei 30°C unter Kanamycin- und Chloramphenicol-Selektion kultiviert. Dies 
führt zu einer Deletion des zwischen den beiden Resolvase-Bindungsstellen gelegenen 
Plasmidabschnitts. Ein erneuter Temperaturwechsel auf 42 °C führt zum Verlust des ebenfalls 
temperatursensitiven Plasmids p2995. Die nun mehr Kanamycin-sensitiven Klone enthalten das 
Mini-EBV-Plasmid p3314, was durch einen Restriktionsverdau bestätigt werden kann. 
Southern-Blot-Hybridisierung 
15 µg zelluläre DNA wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen gespalten und in einem 
0,8 %-igen Agarosegel in TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde nach der 
Gelelektrophorese durch Färbung mit Ethidiumbromid (40 ng/ml in 1 x TAE-Puffer) sichtbar 
gemacht. Anschließend wurde das Gel 20 Minuten lang mit 0,25 M HCl behandelt, um Strang-
brüche in den DNA-Fragmenten durch Hydrolyse hervorzurufen. Danach wurde die DNA 60 
Minuten in Transferpuffer denaturiert und durch kapillaren Transfer auf eine Nylon-Membran 
(Hybond N+) übertragen. Der Transfer wurde nach 3 h beendet (nach: Southern, 1975). Die 
Membran wurde kurz in 2x SSC geschwenkt und anschließend für die Hybridisierung mit einer 
radioaktiv markierten Probe verwendet. Die Prähybridisierung erfolgte in 15 ml Church-Puffer 
60 Minuten lang bei 65 °C (Church und Gilbert, 1984). Nach dieser Zeit wurde der Puffer 
erneuert, die radioaktiv markierte Probe (3x107 dpm) zugegeben und die Hybridisierung an 
homologe DNA-Bereiche über Nacht bei 65 °C durchgeführt. Die Membran wurde 
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anschließend mit vorgewärmtem Waschpuffer bei 60 - 65 °C gewaschen. Die 
Waschbedingungen wurden je nach Sonde variiert und sind daher bei der Beschreibung der 
Sonden einzeln vermerkt. Die markierten Banden auf der Membran ließen sich im Anschluss 
mit einem fotosensitiven Film (Biomax MS) nachweisen. Die Dauer der Exposition richtete 
sich nach der Intensität der Signale. 
1x TAE-Puffer  40 mM Tris-HCl (pH 8,0), 5 mM NaAc, 1 mM EDTA 
Transferpuffer  0,6 M NaCl, 0,4 N NaOH 
2x SSC   300 mM NaCl, 30 mM Natriumcitrat 
Church-Puffer  400 mM Na2HPO4, 100 mM NaH2PO4, 7 % SDS, 1 mM EDTA (pH 7,2) 
Waschpuffer  2x SSC, 0,1 % SDS 
Radioaktive Markierung von DNA 
Für die radioaktive Markierung einzelsträngiger DNA-Fragmente wurde eine von Feinberg und 
Vogelstein entwickelte Methode verwendet, bei der Hexanukleotide von zufälliger Sequenz an 
hitzedenaturierte, einzelsträngige DNA binden und als Primer für die Elongation mit Hilfe der 
Polymerase-Aktivität des Klenow-Fragmentes dienen (Feinberg  und Vogelstein, 1983). Die 
Markierung von 50 ng DNA wurde mit dem "random primed DNA labeling kit" der Firma 
Roche Diagnostics nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Abtrennung der nicht 
eingebauten Nukleotide erfolgte über eine Sephadex-G50 Säule (Nick Column, Amersham 
Pharmacia). Nach Hitzedenaturierung (5 Minuten bei 95 °C, 5 Minuten auf Eis) konnte die 
markierte Sonde direkt zur Hybridisierungslösung gegeben werden. 
PCR-Analysen 
Die PCR (Polymerase Chain Reaction) dient der selektiven Amplifikation von DNA- oder 
cDNA-Sequenzen, die von zwei Abschnitten bekannter Basenfolge flankiert sind. Zu diesen 
bekannten Abschnitten komplementäre Oligonukleotide (Primer) lagern sich in einem Hybridi-
sierungsschritt an die einzelsträngige Matrize an und bilden hierdurch den Startpunkt für die 
DNA-Synthese. Abfolgen aus Denaturierung, Anlagerung und Elongation werden zyklisch 
wiederholt, was zu einer exponentiellen Vervielfältigung der zwischen den Oligonukleotiden 
lokalisierten Sequenzen führt. 
In meiner Arbeit wurde die PCR dazu verwendet, cDNA von Maxi- bzw. Mini-EBV-Plasmiden 
zu amplifizieren. In der Gesamtheit gesehen handelte es sich also um eine Reverse-Transkrip-
tase-PCR (RT-PCR). Die GoTaq DNA-Polymerase und der dazugehörige Puffer wurden von 
der Firma Promega bezogen und die PCR-Analysen nach Angaben des Herstellers durchge-
führt. Die optimalen Schmelztemperaturen der Oligonukleotide wurden über einen Temperatur-
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gradienten in einer speziellen PCR Maschine (Robocycler, Stratagene) ermittelt. Für die Exten-
sion wurden 90 Sekunden pro 1000 zu amplifizierenden Basen angenommen. In der Regel 
wurden 30 Zyklen für die PCR Amplifikation durchlaufen. Folgendes Standardprotokoll wurde 
dabei in der Regel angewandt: 
Reaktionsansatz: 
2 µl cDNA 
4 µl GoTaq-Puffer (5x) 
2 µl dNTP-Mix (10 mM) 
1 µl Primer 1 (10 mM) 
1 µl Primer 2 (10 mM) 
0, 15 µl GoTaq-DNA-Polymerase (5 U/µl), Promega 
H2O ad 20 µl 
PCR-Programm: 94°C/ 4 min.; 30 Zyklen (94°C/ 1 min., 59°-65°C/ 1 min., 72°C/ 1 min.); 72°C/ 10 min., 4°C 
 
Die Anlagerungstemperatur der Primer wurden je nach Primerpaar gewählt: 
Nachweis Primer Anlagerungstemperatur Größe des Amplifikates cDNA/DNA 
Aktin Actin1 / Actin2 59 - 61 °C 463 bp/904 bp 
Nanog mNanogf / mNanogr 60 °C 453 bp/879 bp 
Oct4 mOCT4f2 / mOCT4r 60 °C 405 bp/ -  
EBNA2 EBNA2 for / EBNA2 rev 61 – 63 °C 427 bp/ 814 bp 
LMP1 LMP1 for / LMP1 back 61 – 63 °C 511 bp/667 bp 
LMP2A LMP2A for / LMP2A 
back 
56 °C 276 bp/ -  
 
Für die RT-PCR der Promotoren Cp und Wp wurden folgende Reaktionansätze benutzt: 
Reaktionsansatz: 
2 µl cDNA 
2 µl KCl-Puffer (10x) 
2 µl dNTP-Mix (2 mM) 
1 µl Primer 1 (10 mM) 
1 µl Primer 2 (10 mM) 
0,6 µl Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl), Fermentas 
0,2 µl DMSO 
MgCl2 
H2O ad 20 µl 
PCR-Programm: 94°C/ 4 min, 35 Zyklen [94°C/ 1 min., 63 - 65°C/ 1 min., 72°C/ 2 min], 72°C/ 10 min., 4°C 
 
Nachweis Primer Anlagerungstemperatur Größe des Amplifikates cDNA MgCl2 (25 mM) 
Cp C1 / W2 63 °C 312 bp, 510 bp, 708 bp, usw.  0,8 µl 
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Wp W0W1´B / W2 65 °C 110 bp, 308 bp, 506 bp, usw.  1,2 µl 
Realtime-PCR 
Die konventionelle PCR ist eine Methode, die die logarithmische Amplifikation einer kurzen 
DNA-Sequenz innerhalb eines langen doppelsträngigen DNA-Moleküls erlaubt. Nach ca. 25 - 
40 Zyklen wird das PCR-Produkt meist mit Ethidiumbromid gefärbt und zur Analyse auf ein 
Agarosegel aufgetragen. Diese Methode wird häufig eingesetzt, um das Vorkommen bzw. die 
Abwesenheit spezieller DNA-Abschnitte qualitativ zu bestimmen. Quantitative Aussagen sind 
aber kaum möglich, da die Amplifikation des Produkts sich in den ersten Zyklen nicht über den 
Hintergrund abhebt, dann nur für kurze Zeit logarithmisch ansteigt, um schließlich in ein Pla-
teau überzugehen. Eine Quantifizierung kann nur während der wenigen exponentiellen Zyklen 
erfolgen. Die amplifizierte Menge an Produkt am Ende der PCR-Reaktion kann dann nicht 
mehr in Relation zur Ausgangsmenge an Matrize gesetzt werden. Mit Hilfe der 1992 von 
Higuchi (Higuchi et al., 1992) eingeführten Realtime-PCR ist es jedoch möglich, die 
Amplifikation der DNA über Fluoreszenzmessung während des gesamten PCR-Vorgangs „in 
Echtzeit“ zu verfolgen und daraus auf die zu Beginn eingesetzte Anzahl von DNA-Molekülen 
zu schließen. Bei dem von mir verwendeten „Light-cyclers“ von Roche Diagnostics geschieht 
dies durch einen als SYBR-green bezeichneten Farbstoffs, der sequenzunspezifisch an 
Doppelstrang-DNA, nicht aber an einzelsträngige DNA, bindet und dann sehr stark 
fluoresziert. 
Bevor man die Amplifikation eines Produkts über die Realtime-PCR quantifizieren kann, muss 
über Standardkurven eine Kalibrierung erfolgen. Dazu setzt man DNA mit bekannter Konzen-
tration, die das zu amplifizierende Gen ebenfalls enthält, in unterschiedlichen Verdünnungen 
als Matrize ein. Die Analysen wurden in meinem Fall nicht mit DNA sondern mit cDNA 
durchgeführt und es war nicht möglich für die verschiedenen untersuchten Gene cDNA-Stan-
dardkurven zu erstellen. Aus diesem Grund konnten die Proben nicht quantifiziert werden und 
das Amplifikat wurde wie bei einer herkömmlichen PCR mit Ethidiumbromid gefärbt und mit-
tels eines Agarosegels analysiert. 
Zur Amplifikation wurden 2,5 – 5 µg mRNA mit dem cDNA-Synthese-System der Firma 
Invitrogen nach Angaben des Herstellers revers transkribiert und 1:10 verdünnt. 1 µl der ver-
dünnten cDNA wurde in die Realtime-PCR eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit einem 








1 µl cDNA 
0,8 µl MgCl (25 mM) 
0,5 µl Primer 1 
0,5 µl Primer 2 
1 µl Polymerase Mix 
6,2 µl H2O 
PCR-Programm: 95 °C/10 min, 35 – 55 Zyklen [95 °C/1 sek, 54 – 67 °C/10 sek, 72 °C/20 sek], 70 °C/10 sek, 
40°C/15 min 
Nachweis Primer Anlagerungstemperatur Größe des Amplifikates cDNA/DNA 
EBV 2190 F3 /  
2190 B2 
67 °C 189 bp / 189 bp 
GAPDH 89 mGAPDH seq / 
90 mGAPDH rev 
54 °C 390 bp / - 
EBNA2 EBNA2-RTas / 
EBNA2-RTse 
63 °C 360 bp / 745 bp 
LMP1 LMP1-RTas / 
LMP1-RTse 
63 °C 343 bp / 522 bp 
LMP2A LMP2A-RTas / 
LMP2A-RTse 
63 °C 277bp / - 
3.2.4. RNA-Arbeitstechniken 
RNA-Isolation  
Die Isolation der gesamtzellulären RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Midi Kits von Qiagen 
nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip basiert auf der Guanidinisothiocyanat-Methode. Da-
bei wurden die Zellen in ß-Mercaptoethanol-haltigem Puffer durch mehrmaliges Aufziehen in 
eine Spritze aufgebrochen und die nach erfolgter Zentrifugation (10 Minuten, 4000xg) im 
Überstand befindliche RNA durch Zugabe von 70 %igem Ethanol präzipitiert. Anschließend 
wurde die RNA über die im Kit enthaltenen RNA-Adsorptionssäulen aufgereinigt, mehrmals 
gewaschen und in zwei aufeinander folgenden Eluationsschritten mit 350 µl RNAse-freiem 
Wasser eluiert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. 
Reverse Transkription 
Mittels Reverser Transkription ist es möglich, RNA unter Einsatz von DNA-Oligomeren und 
dem Enzym Reverse Transkriptase in copy-DNA (cDNA) umzuschreiben. 2 – 5 µg gesamtzel-
luläre RNA wurden mit Oligo-(dT)20-Primern (im verwendeten cDNA-Synthese-System von 
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Invitrogen enthalten) und dNTPs 5 Minuten lang bei 65 °C denaturiert und sofort auf Eis ge-
stellt. Durch die Verwendung von Oligo-dT-Primern ist es möglich, nur die in den Proben ent-
haltene mRNA, die ca. 1 – 2 % der Gesamt-RNA ausmacht, in cDNA umzuschreiben. Nach 
Zugabe von 2 µl 10x RT-Puffer, 4 µl 25 mM MgCl, 2 µl 0,1 M DTT, 1 µl RNase Out (40 U/µl) 
und 1 µl SuperscriptTMIII-Reverse Transkriptase (Invitrogen Life Technologies) erfolgte die 
Elongationsreaktion nach Angaben des Herstellers für 50 Minuten bei 50 °C, bevor sie durch 
eine 5-minütige Inkubation der Proben bei 85 °C abgebrochen wurde. Zum Abbau des RNA-
Anteils in den RNA/cDNA-Hybridsträngen wurde abschließend 1 µl RNase H (2 U/µl) zu-
gesetzt und die Proben für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. In die anschließende PCR-Reaktion 
zum Testen der Qualität der cDNA wurden 2 µl aus den erhaltenen 20 µl des RT-Reaktions-
ansatzes eingesetzt. 
3.2.5. Proteintransfer und immunologischer Nachweis von Proteinen 
Präparation von Proteinen aus Zellen 
Für die Isolierung der Zellproteine wurden 3x106 Zellen bei Zellkultur-Zellen und 5x106 Zellen 
bei primären B-Zellen verwendet. Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und anschließend 
direkt in 60 µl heißem 2x Laemmli Probenpuffer (2,5 % SDS; 20 % Glycerin; 0,12 M Tris pH 
6,8) aufgenommen. Um die Degradation der Proteine durch Proteasen zu minimieren, wurden 
Proteaseinhibitoren zugegeben (Protease Inhibitor Complete Mini Tabletten, Roche). Die Pro-
ben wurden 5 Minuten bei 100 °C erhitzt und anschließend gut gemischt. Die Lysate wurden 
für weitere Experimente verwendet bzw. bei –20 °C eingefroren. Proteinextrakte wurden teil-
weise auch aus eingefrorenen Zellen gewonnen. Diese wurden vor dem Einfrieren einmal mit 
PBS gewaschen und in ca.25 µl PBS bei -80 °C gelagert. 
Proteinquantifizierung 
Die Quantifizierung des Proteins erfolgte mit dem DC Protein Assay von Bio-Rad, und wurde 
nach Firmenprotokoll durchgeführt. Zur Ermittlung der Konzentration wurde parallel zu den 
Proben eine Eichgerade mit Rindergammaglobulin angefertigt. 
SDS-PAGE und Westernblot-Analyse 
Bei dieser Methode wurden die Proteine in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, das 0,1 % 
SDS enthält. Zur Vorbereitung der Zell-Lysate wurde zu jeder Probe jeweils 1/10 Volumen 1M 
DTT und 1/10 Volumen Bromphenolblau-Lösung gegeben und diese nochmals 5 Minuten bei 
100 °C aufgekocht. Durch das Aufkochen wurden die enthaltenen Proteine denaturiert und die 
erneute Faltung durch das Detergenz SDS verhindert, welches die Eigenladung der Proteine 
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überlagert, so dass alle Proteine negativ geladen sind. Die Disulfidbrücken zwischen den Poly-
peptidketten wurden durch DTT reduziert. 
Das Acrylamidgel bestand aus einem Sammelgel, das der Fokussierung der geladenen Proteine 
dient und einem Trenngel, das für die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse 
ermöglicht. Die verwendeten 10 % und 12 % Trenngele ermöglichten eine Auftrennung von 
Proteinen im Bereich zwischen 20 und 80 kDa. 
Anschließend wurden die Proben durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
in „mighty small“-Gelapparaturen (Hoefer) aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurde 
die „BenchMarkTM Prestained Protein Ladder“ (Life Technologies, Eggenstein) verwendet. Die 
SDS-PAGE erfolgte bei 35 mA und maximaler Voltzahl (Laemmli, 1970). 
Bei der Western-Blot Analyse können die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine 
durch  elektrischen Transfer auf eine proteinbindende Nitrozellulosemembran transferiert wer-
den. Da das elektrische Feld dabei senkrecht zur vorherigen Trennrichtung angelegt wird, 
bleibt das Muster der getrennten Proteine auf der Membran erhalten. Unmittelbar nach der 
SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe des „SemiPhor“-Elektroblotsystems 
von Hoefer auf eine Hybond-C Membran (Amersham) transferiert. Der Transfer erfolgte bei 80 
mA innerhalb von 40 Minuten. Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese 
eine Stunde lang in Blocklösung geschwenkt, um unspezifische Proteinbindestellen abzusät-
tigen. Anschließend wurde die Membran über Nacht mit dem primären Antikörper in Wasch-
puffer bei 4 °C inkubiert. Die benutzten Antikörper sind unter Abschnitt 3.1.1 aufgeführt. Vor 
Zugabe des Zweitantikörpers wurde die Membran fünfmal für 5 Minuten in Waschpuffer ge-
schwenkt. Die Inkubation mit dem gegen den Primärantikörper gerichteten und Peroxidase-ge-
koppelten Sekundärantikörper in Waschpuffer erfolgte bei Raumtemperatur für 2 Stunden. Der 
Immunoblot wurde wieder dreimal für 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen, anschließend 
weitere zweimal für 5 Minuten in PBS. Danach wurde er mit Hilfe von verstärkter Chemilu-
mineszenz (ECL, Amersham) nach Angaben des Herstellers entwickelt. 
Trenngel 10% 4 ml H2O, 3,3ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung, 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 100 
µl 10 % SDS, 100µl 10 % APS (Ammoniumperoxodisulfat), 4 µl 10 % TEMED 
(N,N,N`,N`- Tetramethylendiamin) 
Trenngel 12 % 3,3 ml H2O, 4 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung, 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 100 
µl 10 % SDS, 100 µl 10 % APS,  4 µl 10 % TEMED 
Sammelgel (10 ml): 3,4 ml H2O, 40 µl 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung, 625 µl 1 M Tris pH 6,8, 50 
µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 3 µl 10 % TEMED 
Transferpuffer:  48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375 % SDS, 20 % Methanol 
Blocklösung:  20 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 4 % Magermilchpulver 
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Waschlösung: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % Magermilchpulver, 0,04 % Tween-20 
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4. Ergebnisse 
Der Ergebnisteil meiner Arbeit ist in vier Abschnitte gegliedert. Der erste Teil beschreibt die 
genetische Modifikation des Mini-EBV-Konstruktes p2801, in das eine Neomycinresistenz-
Kassette integriert wurde. Dieser Klonierungsschritt war nötig, damit ES-Zellen, die mit dem 
Mini-EBV-Plasmid transfiziert wurden, durch G418 selektioniert werden konnten. Dieses neue 
Mini-EBV-Konstrukt diente zusammen mit bereits bestehenden, rekombinanten Maxi-EBV-
Plasmiden als Grundlage für alle meine Versuche in ES-Zellen. 
Im zweiten Teil wird eine Lokus-spezifische Integration einer EBNA1-Expressionskassette in 
die ES-Zell-Linie Bruce4 beschrieben. Diese genetische Manipulation wurde vorgenommen, da 
zu Beginn der Arbeit nicht sicher war, ob nach Transfektion der EBV-Plasmide in ES-Zellen 
genügend EBNA1-Protein synthetisiert wird, um die Aufrechterhaltung der Plasmide zu garan-
tieren. 
Der dritte Teil meiner Arbeit beschäftigt sich mit dem Einbringen des Mini-EBV-Plasmids 
p3314 und der beiden Maxi-EBV-Plasmide p3053 und p3298 in die EBNA1-positiven ES-Zell-
Linien. Die entstandenen EBV-positiven ES-Zell-Linien wurden charakterisiert und in vitro zu 
B-Zellen differenziert. Die Differenzierung und die Genexpression der eingebrachten EBV-
Plasmide in diesen Zellen werden im vierten und letzten Teil meiner Arbeit behandelt. 
4.1. Klonierung des Mini-EBV-Plasmids p3314 
Um das EBV-Genom genetisch manipulieren zu können, wurde ein prokaryotisches Mini-F-
Plasmid und eine Chloramphenicolresistenz-Kassette in das EBV-Genom in der Zell-Linie 
B95.8 eingebaut (Delecluse et al., 1998). Dadurch konnte das nun Maxi-EBV-Plasmid (p2089) 
genannte Konstrukt in Bakterien (E.coli) stabil eingeführt werden, um das EBV-Genom für 
genetische Modifikationen zugänglich zu machen. Das Maxi-EBV-Plasmid trägt neben einer 
GFP-Expressionskassette, mit deren Hilfe Plasmid-tragende eukaryotische Zellen leicht 
identifiziert werden können, auch eine Hygromycinresistenz-Kassette, die eine Selektion von 
Maxi-EBV-Plasmid tragenden Zellen ermöglicht (Abb. 4.1).  
Im Gegensatz zu diesem Prototyp eines Maxi-EBV-Konstrukts sind auf einem sogenannten 
Mini-EBV-Konstrukt nur latente EBV-Gene auf einem rekombinanten Plasmid vereinigt. Das 
Mini-EBV-Plasmid (p1478.A) ist das erste Konstrukt einer Serie von Plasmiden, die ebenfalls 
in E.coli genetischer Manipulation zugänglich sind, denen aber alle lytischen Funktionen feh-
len, so dass eine Virussynthese ausgeschlossen werden kann. 
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Abb. 4.1: Plasmidkarte des Maxi-EBV-Plasmids p2089 
Das gesamte Plasmid hat eine Größe von 182 kB. Die einzelnen Buchstaben im Inneren des Kreises be-
zeichnen die Fragmente, die durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym BamHI entstehen und der 
Namensgebung der EBV-Gene zugrunde liegen. Auf der Plasmidkarte sind zur besseren Übersicht nur 
die latenten Gene von EBV eingetragen: LMP1und LMP2 sind orange, EBNA1, EBNA2, EBNA3 und 
EBNA-LP blau gefärbt. EBER1 und EBER2 sind wegen der geringen Größe nicht aufgeführt. Die ge-
strichelten Linien stellen die Gene als Primärtranskripte dar, und die Promotoren sind als Pfeile ange-
geben. Der Replikationsursprung der latenten Phase oriP und der der lytischen Phase oriLyt sind, eben-
so wie die „terminal repeats“ (TR), gelb. Hervorgehoben wurde außerdem das prokaryotische Plasmid-
Rückgrat, das neben einem F-Faktor-Replikon auch eine GFP-Expressionskassette sowie eine Hygro-
mycinresistenz trägt. Eine ebenfalls auf dem Rückgrat liegende Chloramphenicolresistenz ist nicht dar-
gestellt. Diese Elemente ermöglichen es, das Genom des Virus in Bakterien, z.B. E.coli, genetisch ver-
ändern zu können. Durch die Resistenzen kann auf das Vorhandensein des Plasmids in Zellen selektio-
niert und Plasmid-tragende Zellen können durch GFP-Expression detektiert werden. Von p2089 abstam-
mende Viruspartikel besitzen alle Eigenschaften des Wildtyp-EBV-Virus, d. h. sie können humane B-
Zellen infizieren und transformieren (Delecluse et al., 1998). 
Das Plasmid p1478.A kann, wenn es als DNA in humane B-Zellen eingebracht wird, diese wie 
das Maxi-EBV-Konstrukt transformieren (Kempkes et al., 1995) und bildet damit die latente 
Phase des Lebenszykluses des Virus ab. Das Plasmid p2801 ist ebenfalls ein Mini-EBV-
Plasmid und stammt von dem Ursprungsplasmid p1478.A ab. p2801 trägt im Vergleich zu 
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p1478.A kein Resistenzgen im prokaryotischen Rückgrat. Da eine Aufrechterhaltung der EBV-
Plasmide in den murinen ES-Zellen über einen längeren Zeitraum hinweg ohne Selektion durch 
ein Antibiotikum nicht gewährleistet werden kann, wurde ein G418-Resistenzgen in das 
Plasmid p2801 eingebaut. 
Die Resistenz gegenüber dem Antibiotikum G418 ist essentiell, da alle EBV-Plasmide in ES-
Zellen eingeführt und diese selektioniert werden sollten. Wie in meiner Einleitung ausgeführt, 
werden ES-Zellen auf primären, murinen, embryonalen Feeder-Zellen kultiviert. Diese müssen 
im meinem Fall auch resistent gegen G418 sein, um unter diesen Kulturbedingungen zu überle-
ben. Sie wurden deshalb aus transgenen Mausembryonen (NeoR-Mäuse) gewonnen, die ein 
Neomycinresistenz-Gen im Genom tragen. 
Für die Konstruktion eines Mini-EBV-Plasmids mit einem Resistenzgen für G418 wurde 
zunächst das Shuttle-Plasmid p3300 kloniert, das als wichtige Elemente neben einer Neo-
mycinresistenz-Kassette eine zum Mini-EBV-Genom homologe Flanke und eine Resolvase-
Bindungsstelle (rfsF) besitzt (vgl. Abb. 4.2 A). Dieses Shuttle-Plasmid wurde dann durch 
homologe Rekombination mit dem Mini-EBV-Plasmid p2801 in E. coli (Abb. 4.2 B) vereint. 
Das entstandene, plasmidale Kointegrat p3307 enthält nun neben dem Resistenzgen für G418 
auch das gesamte Rückgrat des Shuttle-Plasmids, das von zwei Resolvase-Bindungsstellen 
flankiert ist (Abb.4.2C). Da nur die Resistenz-Kassette auf das Mini-EBV-Plasmid übertragen 
werden sollte, musste das Rückgrat des Plasmids wieder entfernt werden. 
Durch das Enzym Resolvase, das in E. coli-Zellen durch das Expressionsplasmid p2995 
transient eingebracht wurde, konnte das Rückgrat des Shuttle-Plasmids durch rfsF-vermittelte 
Rekombination deletiert werden, um das finale Mini-EBV-Konstrukt p3314 zu erhalten (Abb. 
4.2 D). Dieses trägt nun das Gen für G418-Resistenz und erfüllt damit die Voraussetzungen, 
um eine Selektion in ES-Zellen zu ermöglichen. 
Zur Kontrolle der Klonierungsschritte wurde eine Restriktionsanalyse mit dem Restriktionsen-
zym XhoI durchgeführt (vgl. Abb. 4.3). Das Ausgangskonstrukt unterscheidet sich durch das 
Bandenmuster eindeutig von dem Kointegrat p3307 als auch von dem Endprodukt p3314. Das 
Kointegrat weist eine zusätzliche 8,7 kB große Bande auf, die auf eine erfolgreiche Integration 
des gesamten Shuttle-Plasmids schließen lässt. Nach der Deletion des Shuttle-Plasmid-Rück-
grates durch die Resolvase verkürzt sich die Bande auf 3,4 kB. Diese Bande zeigt nicht nur 
eine gelungene Entfernung des Rückgrates, sondern unterscheidet das Endprodukt p3314 auch 
vom Ausgangsplasmid p2801 und zeigt den gelungenen Einbau der Neomycinresistenz-Kasset-
te. 
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Abb. 4.2: Klonierungstrategie zur Integration eines G418-Resistenzgens in das Rückgrat 
des Mini-EBV-Plasmids p2801 
A Das Shuttle-Plasmid p3300 enthält eine homologe EBV-Flanke und zwei Bindungsstellen für FLP-
Resolvase (FRT), die ein Neomycinresistenz-Gen flankieren. Das Gen steht unter der Kontrolle des 
Promotors des „Housekeeping“-Gens Phosphoglyceratkinase (PGK). Zusätzlich ist eine Bindungsstelle 
für Resolvase (rfsF) und eine Ampizilinresistenz angegeben. B Die Neomycinresistenz-Kassette wurde 
durch homologe Rekombination auf das Mini-EBV-Plasmid p2801 übertragen. Dargestellt ist ein 
Ausschnitt des Plasmids, der einen Teil der EBV-Sequenz (EBNA1) und das prokaryotische Rückgrat 
(ProteinB, ProteinA und die Chloramphenicolresistenz (camR)) zeigt. Dieser Abschnitt enthält auch 
eine Resolvase-Bindungsstelle (rfsF). C Das Kointegrat p3307 besteht aus dem Mini-EBV-Plasmid 
p2801 und dem Shuttle-Plasmid p3300, die durch Rekombination über die homologen Flanken vereint 
wurden. Gekennzeichnet ist das XhoI-Fragment, das nach einer Kointegration der Plasmide auftritt (vgl. 
Abb. x). D Das Mini-EBV-Plasmid p3314 ist nach Auflösung des Kointegrates p3307 durch Resolvase 
entstanden. Dabei wird das gesamte, zwischen den zwei Bindungsstellen der Resolvase (rfsF) liegende 
Rückgrat des Shuttle-Plasmids p3300 entfernt. Das entstehende Konstrukt p3314 vermittelt nun eine 
Resistenz gegen G418. Das angegebene XhoI-Fragment unterscheidet das Plasmid vom 
Ausgangskonstrukt p2801. 
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Abb. 4.3: Restriktionsanalyse der Plasmide p2801, p3307 und p3314 mit dem 
Restriktionsenzym XhoI 
In das Mini-EBV-Konstrukt p2801 wurde durch homologe Rekombination ein Shuttle-Plasmid 
integriert, das eine Neomycinresistenz-Kassette trägt. Das entstehende Kointegrat p3307 unterscheidet 
sich von p2801 in der Restriktionsanalyse durch eine Bande von 8,7 kB (Pfeil). Nach Auflösen des 
Kointegrates durch Resolvase entstand das Mini-EBV-Plasmid p3314, das im prokaroytischen Rückgrat 
eine Neomycinresistenz-Kassette trägt, die eine Selektion des Plasmids in ES-Zellen ermöglicht. Die 
eingefügte Sequenz wird bei einem Restriktionsverdau mit XhoI durch eine 3,4 kB Bande (Pfeil) 
sichtbar, die ebenfalls nicht im Ausgangskonstrukt p2801 vorhanden ist. 
4.2. Herstellung der EBNA1 exprimierenden ES-Zell-Linie C1 
EBNA1 ist das einzige Gen, das in alle Latenzstadien des Virus exprimiert wird (Kang et al., 
2005). Es ist für die Funktionalität des plasmidalen Replikationsursprungs oriP unabdingbar 
und ist verantwortlich für die korrekte Segregation der EBV-Episomen bei der Zellteilung 
(Schepers et al., 2001, Aiyar et al., 1998). So sorgt es für die Aufrechterhaltung des EBV-Plas-
mids in den humanen Zellen (Humme et al., 2003). 
Da nicht vorausgesetzt werden konnte, dass EBNA1 in murinen ES- bzw. B-Zellen in ausrei-
chender Menge von den viralen Promotoren transkribiert werden würde, sollte vor dem Ein-
bringen des EBV-Genoms das EBNA1-Gen stabil in den Rosa26-Lokus der ES-Zellen inte-
griert werden. So konnten eine konstitutive Expression des Gens unter Kontrolle des Rosa26-
Promotors und eine Aufrechterhaltung des EBV-Plasmids in den murinen Zellen sichergestellt 
werden. Der Rosa26-Lokus wurde gewählt, da er ubiquitär in nahezu allen Geweben der Maus 
exprimiert wird, insbesondere auch in den hämatolymphoiden Zellen (Zambrowicz et al., 
1997). Darüber hinaus führt die Inaktivierung der Rosa26-Transkripte zu keinem offensichtlich 
veränderten Phänotyp, und homozygot transgene Tiere zeigen keinerlei Auffälligkeiten 
4. Ergebnisse  57 
(Soriano, 1999). Die ES-Zell-Linie Bruce4 stammt von C57BL/6-Mäuse ab (Köntgen et al.,  
1993). Sowohl der Lokus als auch die ES-Zell-Linie wurden bereits mehrfach erfolgreich für 
die Generierung transgener ES-Zell-Linien genutzt (U.Zimber-Strobl, persönliche Kommuni-
kation). 
4.2.1. Integration des Konstruktes p3032 in Bruce4 
Um eine Integration des EBNA1-Gens in den Rosa26-Lokus zu erreichen, wurde das Shuttle-
Plasmid p3032 durch Elektroporation in die murine ES-Zell-Linie Bruce4 eingebracht. Das 
Shuttle-Plasmid besteht aus zwei zum Rosa26-Lokus homologen Flanken, zwischen denen sich 
eine EBNA1-Expressionskassette befindet (vgl. Abb. 4.4). Diese setzt sich zusammen aus ei-
nem LoxP-flankierten Abschnitt und dem dahinter liegenden für EBNA1 kodierenden Exon. 
 
Abb. 4.4: Aufbau der EBNA1-Expressionskassette des Plasmids p3032 
Zwischen zwei für den Rosa26-Lokus homologen Flanken befindet sich ein Spleißakzeptor und eine 
EBNA1-Expressionkassette, vor dem EBNA1 codierenden Exon befindet sich eine LoxP-flankierte 
Stopp-Kassette. Diese Kassette verhindert sicher sowohl eine Transkription als auch eine Translation 
des EBNA1-Gens. Zusätzlich liegen zwischen den LoxP-Stellen eine Neomycinresistenz unter Kontrol-
le des PGK-Promotors, die von FLP-Rekombinase-Bindungsstellen flankiert (FRT) ist, und eine RFP-
Expressionskassette. Nach Deletion der Stopp-Kassette und des Neomycinresistenz-Gens durch Cre-
Rekombinase verbleibt nur ein Spleißakzeptor, eine LoxP-Stelle und das EBNA1 Gen in dem Intron des 
Rosa26-Lokus. Die beiden homologen Flanken des Plasmids ermöglichen eine Rekombination der Ex-
pressionskassette in das erste Intron des Rosa26-Lokus (vgl. Abb. 4.5). Die Ausprägung des EBNA1-
Gens erfolgt von einer durch den Rosa26-Promotor ubiquitär erzeugten mRNA (Soriano et al., 1999,  
Mao et al., 2001). 
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Die LoxP-Stellen flankieren neben dem G418-Resistenzgen eine Stopp-Kassette, die zu einem 
vorzeitigen Abbruch von Transkription und Translation führt. Durch diese Konstruktion ist es 
möglich, auf eine erfolgreiche Integration der Genkassette mit dem Antibiotikum G418 in Ab-
wesenheit von EBNA1 zu selektionieren. Nach Etablierung der Zell-Linie kann durch Cre-ver-
mittelte Rekombination die Stopp-Kassette zusammen mit dem Neomycinresistenz-Gen dele-
tiert werden. Dies ermöglicht die EBNA1-Expression und die erneute G418-Selektion der ein-
gebrachten EBV-Plasmide. 
Das Shuttle-Plasmid p3023 wurde durch Elektroporation in die ES-Zellen eingebracht und die 
transfizierten Zellen mit G418 selektioniert. Eine ES-Zell-Kolonie entsteht dabei aus einer ein-
zigen Zelle, so dass es möglich ist, verschiedene Klone zu isolieren. Es wurden 400 Klone ge-
pickt und per Southernblot-Analyse weiter untersucht. 
4.2.2. Überprüfung der Integration von p3032 
Um die erfolgreiche und korrekte Integration der Expressionskassette zu überprüfen, wurde 
zelluläre DNA aus den ES-Zell-Klonen isoliert, mit verschiedenen Restriktionsenzymen ver-
daut und anschließend durch eine Southernblot-Analyse untersucht. Ein Überblick über die 
komplette Southernblot-Strategie ist in Abb. 4.5 zu sehen, die im Folgenden beschrieben wird. 
Beim Verdau der zellulären DNA der ES-Zell-Klone mit dem Restriktionsenzym EcoRI, ent-
steht in der Wildtyp-Situation eine Bande mit 15 kB, die die ersten drei Exons des Rosa26-
Lokus umfasst. Nach der spezifischen Integration der Expressionskassette erhält man bei einem 
Verdau mit EcoRI zwei Fragmente (7,15 kB und 3,6 kB). 
Diese unterschiedlichen EcoRI-Restriktionsenzym-Fragmente können mit Hilfe von drei radio-
aktiven Sonden, der Rosa-Sonde, der EBNA1-Sonde bzw. der Neo-Sonde detektiert und dif-
ferenziert werden. Wird das korrekte Fragment mit der Rosa-Sonde erkannt, so ist dies ein Hin-
weis, dass sich die Expressionskassette im Rosa26-Lokus befindet und nicht in einen anderen 
Lokus integriert hat. Mit der Neo-Sonde wird nicht nur das Vorhandensein der Neomycin-
resistenz gezeigt, sondern es kann auch, wenn keine zusätzlichen Banden auftreten, nahezu aus-
geschlossen werden, dass das Resistenzgen sich noch an einer anderen Stelle des Maus-Ge-
noms befindet. Mit der EBNA1-Sonde kann das kodierende Exon des EBNA1-Gens detektiert 
werden. Auch hier würde das Auftreten mehrerer Banden auf eine zusätzliche Integration des 
Fragments im Genom der Maus hindeuten. 
Die DNA wurde noch mit einem weiteren Restriktionsenzym (EcoRV) verdaut, um zu zeigen, 
dass die EBNA1-Expressionskassette als Ganzes integriert wurde. Dabei entsteht ein Fragment 
4. Ergebnisse  59 
 
Abb. 4.5: Integration einer EBNA1-Expressionskassette in den Rosa26-Lokus der Maus 
A Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem Rosa26-Lokus (Wt) der Maus mit den ersten drei Exons. B Die 
EBNA1-Expressionskassette befindet sich im ersten Intron des Rosa26-Lokus. Für eine genaue Be-
schreibung der Kassette siehe Abb. x. Vor dem EBNA1-Gen befindet sich eine von Cre-Rekombinase-
Bindungsstellen (LoxP) flankierte Stopp-Kassette, die sowohl eine Transkription als auch eine Transla-
tion des EBNA1-Gens verhindert. Zusätzlich trägt das Konstrukt ein Neomycinresistenz-Gen C Nach 
Deletion der Stopp-Kassette und des Neomycinresistenz-Gens durch Cre-Rekombinase verbleiben nur 
der Spleißakzeptor, eine der Rekombinase-Bindungsstellen und das EBNA1-Gen im Intron. Die Trans-
kription von EBNA1 wird vom Rosa26-Promotor aus initiiert. Angegeben sind für alle Konstrukte die 
Restriktionsschnittstellen für die Enzyme EcoRI und EcoRV und die Länge der Fragmente, die durch 
die Southernblot-Sonden detektiert werden. Southernblot-Sonden: Grüne Box - Rosa-Sonde, blaue Box 
- EBNA1-Sonde, schwarze Box - Neo-Sonde. 
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(8,7 kB), das die gesamte Expressionskassette umfasst. Dieses wurde sowohl mit der Neo- 
bzw. EBNA1-Sonde erkannt, was auf die Vollständigkeit des eingebauten Fragments schließen 
lässt. 
Als Beispiel für die Southernblot-Analyse ist in Abb. 4.6 der Ausschnitt eines Blots zu sehen, 
bei dem die DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut und mit der Rosa-Sonde detek-
tiert wurde. Man erkennt neben mehreren Klonen, die die Wildtyp-Bande von 15 kB zeigen, 
auch einen Klon (Bruce4 stop EBNA1 F4), bei dem die EBNA1-Expressionskassette erfolg-
reich in den Rosa26-Lokus integriert wurde, wodurch sich die Bande aufgrund der zusätzlichen 
EcoRI-Schnittstelle auf 7,15 kB verkürzt. Bei dem Klon F4 gibt es zusätzlich eine Bande bei 
15 kB, da die Expressionskassette nur in eines der beiden Allele integriert hat und das andere 
noch in der Wildtyp-Konformation vorliegt. 
 
Abb. 4.6: Southernblot-Analyse von Bruce4 stop EBNA1 Zellen 
Eine EBNA1-Expressionskassette wurde in den Rosa26-Lokus der murinen ES-Zell-Linie Bruce4 inte-
griert. Der unveränderte Rosa26-Lokus ergibt im Southernblot (EcoRI Verdau, Rosa-Sonde) eine 15 kB 
Bande. Nach Einbau des Fragments verkürzt sich die Bande auf 7,15 kB (Pfeil), da sich in der integrier-
ten Kassette eine weitere EcoRI-Schnittstelle befindet (vgl. Abb. 4.5). Im Klon F4, der die Expres-
sionskassette eingebaut hat, wurde dadurch nur eins der beiden Allele verändert, weswegen zwei Frag-
mente mit der Größe 7,15 kB bzw. 15 kB detektiert werden. 
Von 200 getesteten Klonen erwiesen sich 23 nach einer Analyse mit der Rosa-Sonde als posi-
tiv. Davon wurden 13 mit der Neo-Sonde untersucht und acht Klone konnten bestätigt werden. 
Mit der EBNA1-Sonde konnten davon weitere vier als fehlerhaft ausgeschlossen werden, so 
dass am Ende vier mit allen Sonden positive Klone übrig blieben, bei denen die Expressions-
kassette korrekt in den Rosa26-Lokus eingebaut wurde. Nach der Southernblot-Analyse wurde 
der Klon Bruce4 EBNA1 stop F4 ausgewählt, um in den Zellen mit der Rekombinase Cre die 
Stopp-Kassette und die Neomycinresistenz zu deletieren. 
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4.2.3. Cre-vermittelte Deletion der Stopp-Kassette 
In diesem Schritt wurde die im Rosa26-Lokus intergrierte Stopp-Kassette durch die Cre-Re-
kombinase deletiert, um eine EBNA1-Expression in den genetisch veränderten ES-Zellen zu 
ermöglichen. Dazu wurden Bruce4 stop EBNA1 F4 Zellen mit einem Cre-Expressionsplasmid 
(pGK-Cre-bpA) transfiziert, Kolonien gepickt und diese anschließend auf Neomycinsensitivität 
untersucht. Von den sensitiven Klonen wurde die DNA isoliert und die Deletion im Southern-
blot überprüft. 
Die theoretischen Überlegungen ergaben folgendes Bild. Durch die Deletion der Stopp-Kasset-
te wird eine EcoRI-Schnittstelle entfernt. Das bei einem Restriktionsverdau entstehende Frag-
ment, das sowohl mit der Rosa- als auch mit der EBNA1-Sonde detektiert werden kann, ver-
kürzt sich dadurch auf 6,4 kB (vgl. Abb. 4.5). Die Analyse mit dem Restriktionsenzym EcoRV 
ergibt ein auf 4,8 kB Größe verkürztes Fragment, das nur noch mit der EBNA1-Sonde markiert 
werden kann. Zur Kontrolle kann mit der Neo-Sonde zusätzlich überprüft werden, ob die Re-
sistenz und damit die Stopp-Kassette entfernt wurde. Bei einem solchen Southernblot sollten 
keine Banden zu sehen sein. 
 
Abb. 4.7: Southernblot von Bruce4 EBNA1 Zellen nach Deletion der Stopp-Kassette 
durch Cre-Rekombinase 
In der in den Rosa26-Lokus integrierten EBNA1-Expressionskassette befindet sich eine Stopp-Kassette, 
die eine Expression von EBNA1 verhindert. Durch Cre-Rekombinase kann die von loxP-Stellen flan-
kierte Stopp-Kassette entfernt werden. Die undeletierte Stopp-Kassette kann in einem Southernblot 
(EcoRV-Verdau, EBNA1-Sonde) als 8.7 kB Bande sichtbar gemacht werden, während die deletierte 
Form nur eine 4,8 kB Bande aufweist (Pfeil). Neben einem Klon mit undeletiertem Stopp (D6) wurde in 
allen anderen abgebildeten Klonen die Stopp-Kassette erfolgreich deletiert. 
4. Ergebnisse  62 
Im Experiment erwiesen sich von 100 gepickten Klonen 20 als Neomycin-sensitiv und wurden 
mit den drei Southernblot-Sonden genauer analysiert. Bei 17 Klonen war die Stopp-Kassette 
erfolgreich deletiert worden. In Abb. 4.7 ist ein Beispielblot der Analyse zu sehen, bei dem die 
DNA mit EcoRV verdaut und die Banden mit der EBNA1-Sonde markiert wurden. Man sieht 
neben acht deletierten Klonen auch einen Klon (Bruce4 EBNA1 D6), der immer noch die 
undeletierte Expressionskassette trägt. 
4.2.4. Überprüfung der Expression von EBNA1 
Nach der Entfernung der Stopp-Kassette, die eine Transkription und Translation des EBNA1-
Gens verhinderte, wurden die Zellen mit einer Westernblot-Analyse auf Expression des Gens 
überprüft. 
Von den vier analysierten Klonen ohne Stopp-Kassette exprimierten alle EBNA1 (vgl. Abb. 
4.8). Zur Kontrolle wurde der ursprüngliche ES-Zell-Klon Bruce4 stop EBNA1 F4 aufgetra-
gen, um eine Fehlfunktion der Stopp-Kassette auszuschließen. Dieser Klon zeigte im Western-
blot keine mit einem EBNA1-spezifischen Antikörper zu detektierende Bande. Das bedeutet, 
dass die Stopp-Kassette in den ES-Zellen eine Transkription und Translation des eingebrachten 
Gens unterbindet. 
Für den nächsten Schritt, das Einbringen von EBV-Plasmiden in eine EBNA1-positive ES-
Zell-Linie, wurde der Klon Bruce4 EBNA1 C1 gewählt. 
 
Abb. 4.8: EBNA1-Expression in Bruce4 EBNA1 ES-Zellen nach Deletion der Stopp-
Kassette 
Bruce4 EBNA1-Zellen, in die eine EBNA1-Expressionskassette integriert wurde, zeigen im Western-
blot eine Expression des Proteins (Pfeil). Weder Bruce4 WT, die Ursprungszell-Linie, noch Bruce4 stop 
EBNA1 F4, der Ausgangsklon für die Deletion der Stopp-Kassette, exprimieren das Protein. Auch 
mEF-Zellen, auf denen ES-Zellen kultiviert werden, sind im Westernblot negativ. Als Expressionskon-
trolle für EBNA1 wurde eine 293 EBNA1-Zell-Linie benutzt. 
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4.3. Generierung EBV-positiver ES-Zell-Linien 
Das Ziel der Arbeit war es, EBV-tragende ES-Zell-Linien zu etablieren, die dann in vitro zu 
murinen B-Zellen differenziert werden sollten. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde eine 
EBNA1-exprimierende ES-Zell-Linie mit verschiedenen EBV-Plasmiden transfiziert. Dabei 
handelte es sich um das Maxi-EBV-Plasmid p3053 und das Mini-EBV-Plasmid p3314. Das 
Maxi-EBV-Plasmid p3053 ist eine Wildtyp-Maxi-EBV-Version, die eine Neomycinresistenz-
Kassette trägt (vgl. Abb. 4.9). 
Als Kontrollplasmid zu p3053 habe ich auch das Maxi-EBV-Plasmid p3298 eingesetzt. Dieses 
Maxi-EBV-Plasmid wurde von Magdalena Zychlinska generiert und für meine Versuche dan-
kenswerterweise zur Verfügung gestellt. Es trägt im Gegensatz zu p3053 eine 51 kB große In-
vertierung (vgl. Abb. 4.10), die alle latenten Gene (mit Ausnahme von EBER1 und EBER2) 
inaktiviert. Dabei wurden in die Genlozi von EBNA2 und LMP1 mutierte Cre-Re-kombinase-
Bindungsstellen (Lox66, Lox71) eingefügt und der von den LoxP-Motiven begrenzte Bereich 
invertiert. 
Durch diese genetische Veränderung ist eine Expression von latenten EBV-Schlüsselgenen wie 
EBNA2 unterbunden, aber konditional revertierbar. Die Inversion unterbricht die transkriptio-
nellen Einheiten von Promotor und kodierenden Sequenzen bzw. es findet eine Unterbrechung 
zweier Gene (EBNA2 und LMP1)  innerhalb ihrer Introns statt. Durch eine Expression der Re-
kombinase Cre kann diese Situation wieder revertiert und damit aufgehoben werden. 
Dabei entstehen aus den beiden mutierten LoxP-Motiven eine Wildtyp-LoxP-Stelle und eine 
kombinierte Lox66/71-Stelle. Letztere ist aufgrund der eingefügten Mutationen kein Substrat 
mehr für das Enzym Cre. Dadurch arretiert die Sequenz des Maxi-EBV-Plasmids nach einer 
Revertierung wieder in der Wildtyp-Konformation. In der Sequenz bleiben nur zwei 43 bp lan-
ge LoxP-Motive in den Introns der beiden Genlozi zurück, die keinerlei Einfluss auf eine Gen-
expression des Virus haben. Beide Maxi-EBV-Plasmide tragen im prokaryotischen Rückgrat 
eine GFP-Expressionskassette, durch die es möglich ist, Plasmid-tragende Zellen anhand ihrer 
GFP-Expression zu detektieren. 
Zusätzlich zu den schon beschriebenen Veränderungen trägt das Plasmid eine weitere Mutation 
im lytischen Replikationsursprung oriLyt, die die Synthese von viraler DNA für die Viruspro-
duktion unterbindet (Schepers et al., 1993). Dies war besonders in Hinblick auf eine geplante 
Integration des Plasmids in den HPRT-Lokus von murinen ES-Zellen und die Generierung 
einer transgenen Maus notwendig (Zychlinska, persönliche Kommunikation). 
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Abb. 4.9: Plasmidkarte des Maxi-EBV-Plasmids p3053 
Das Maxi-EBV-Plasmid hat eine Größe von 182 kB. Im Inneren des Kreises bezeichnen einzelne Buch-
staben die Fragmente, die durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym BamHI entstehen. Sie liegen 
der Namensgebung der EBV-Gene zugrunde. Zur besseren Übersicht sind auf der Plasmidkarte nur die 
latenten Gene von EBV eingetragen: LMP1 und LMP2 sind orange, EBNA1, EBNA2, EBNA3 und 
EBNA-LP blau gefärbt. Wegen der geringen Größe sind die Transkripte EBER1 und EBER2 nicht auf-
geführt. Die gestrichelten Linien stellen die Primärtranskripte der Gene dar. Die Promotoren sind als 
Pfeile angegeben. Der Replikationsursprung der latenten Phase oriP und der der lytischen Phase oriLyt 
sind ebenso wie die „terminal repeats“ (TR) als gelbe Boxen dargestellt. Hervorgehoben wurde außer-
dem das prokaryotische Plasmid-Rückgrat. Es trägt neben einem F-Faktor-Replikon auch eine GFP-Ex-
pressionskassette sowie eine Neomycinresistenz. Eine ebenfalls auf dem Rückgrat liegende Chloram-
phenicolresistenz ist nicht dargestellt. Diese Elemente ermöglichen es, das Genom des Virus in Bakte-
rien, z.B. E.coli, durch gängige Klonierungstechniken zu manipulieren. Durch die Neomycinresistenz 
kann auf das Vorhandensein des Plasmids in ES-Zellen selektioniert werden. Durch GFP-Expression 
können Plasmid-tragende Zellen detektiert werden. 
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Abb. 4.10: Plasmidkarte des Maxi-EBV-Plasmids p3298 
Das Maxi-EBV-Plasmid p3298 hat im Gegensatz zu p2098 (Abb. 4.1) und p3053 (Abb. 4.9) eine 51kB 
große Inversion (roter Pfeil), die von zwei mutierten Cre-Rekombinase-Bindungsstellen flankiert ist 
(Lox66, Lox71). Durch diese Inversion kommt es zu einer Unterbrechung der latenten Genexpression, 
durch die Schlüsselgene wie EBNA-LP, EBNA2, LMP1, LMP2A oder die EBNA3 Familie betroffen 
sind. Durch eine weitere Mutation wurde der lytische Replikationsursprung oriLyt funktionslos ge-
macht, so dass eine Virusproduktion nicht mehr möglich ist. Die Annotierung der einzelnen genetischen 
Elemente und Gene entspricht der in Abb. 4.1 und Abb. 4.9. 
Als drittes Konstrukt wurde in die ES-Zellen eine Mini-EBV-Version (p3314) eingebracht (vgl. 
Abb. 4.11). Auf dieser befinden sich, neben einer Zusammenstellung latenter EBV-Gene, auch 
ein prokaryotisches F-Plasmid, eine Chloramphenicolresistenz-Kassette (camr) und das 
Neomycinresistenz-Gen (neor). Ein Vorteil dieses Konstruktes ist es, dass die Rolle der latenten 
EBV-Gene gezielt untersucht werden kann, ohne dass es zu einer spontanen Aktivierung des 
lytischen Zykluses und einer Vielzahl von lytischen, viralen Genen kommen kann. 
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Abb. 4.11: Plasmidkarte des Mini-EBV-Plasmids p3314 
Auf der Plasmidkarte sind nur die latenten Gene von EBV eingetragen: LMP1und LMP2 sind orange, 
EBNA1, EBNA2, EBNA3 und EBNA-LP blau gefärbt. EBER1 und EBER2 sind wegen der geringen 
Größe nicht aufgeführt. Die gestrichelten Linien stellen die Gene als Primärtranskripte dar, und die Pro-
motoren sind als Pfeile angegeben. Der Replikationsursprung der latenten Phase oriP und der der lyti-
schen Phase oriLyt sind, ebenso wie die „terminal repeats“ (TR), gelb. Weitere Elemente wie das proka-
ryotische F-Faktor Rückgrat, die Chloramphenicolresistenz-Kassette (camr) und die Neomycinresistenz-
Kassette (neor) sind ebenfalls angegeben. Durch diese Elemente ist nicht nur eine Manipulation des 
Plasmids in E.coli möglich, sondern es können auch ES-Zellen, die das Plasmid enthalten, mit G418 
selektioniert werden. Die Gesamtgröße des Plasmids beträgt 82 kB. 
Im prokayotischen Rückgrat des Plasmids ist keine GFP-Expressionskassette vorhanden, 
weshalb transfizierte Zellen nicht direkt identifiziert werden können. 
Die EBNA1-exprimierende ES-Zell-Linie Bruce4-EBNA1-C1 wurde mit den drei Konstrukten 
transfiziert und 48 Stunden nach der Elektroporation mit G418 selektioniert (vgl. Abschnitt 
3.2.1). Die resistenten Kolonien, die das Mini-EBV-Plasmid p3314 trugen, wurden an Tag 7 
der Selektion einzeln in 96-Loch Platten überführt. Bei den beiden Maxi-EBV-Konstrukten 
wurden jeweils zehn Kolonien in einem Loch vereint. Mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskops 
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konnten bei Zellen, die ein GFP-tragendes Maxi-EBV-Plasmid enthalten, grüne Kolonien nach-
gewiesen werden (vgl. Abb. 4.12). Parallel wurde versucht, die drei Plasmide in Bruce4-Zellen 
ohne integriertes EBNA1 einzubringen. Trotz dreimaliger Wiederholung des Versuchs konnte 
ich keine G418-resistenten ES-Zell-Kolonien etablieren. Kolonien, die in Abwesenheit von 
G418 auswuchsen, waren alle ausnahmslos G418-sensitiv. Es gelang also bei keinem der Plas-
mide eine Zell-Linie in EBNA1-negativen ES-Zellen zu etablieren. 
 
Abb. 4.12: ES-Zellen, die das Maxi-EBV-Plasmid p3053 oder p3298 tragen, exprimieren 
GFP 
ES-Zell-Kolonien, die erfolgreich mit dem Maxi-EBV-Plasmid p3053 (1 und 2) oder mit p3298 (3 und 
4) transfiziert wurden, exprimieren das GFP-Gen, das im prokaryotischen Rückgrat der Maxi-EBV-
Plasmide lokalisiert ist (Abb.4.9 und 4.10) 
ES-Zellen sind pluripotent, d. h. sie können in Zellen aller drei Keimblätter (Endoderm, Ekto-
derm und Mesoderm) differenzieren (Boiani und Scholer, 2005). Zwei Marker für den undiffe-
renzierten Zustand von murinen ES-Zellen sind die Gene Nanog, ein Homöobox-Gen, und 
Oct4, ein Transkriptionsfaktor (Boiani und Scholer, 2005). Beide Gene werden bei der Diffe-
renzierung von ES-Zellen nicht mehr exprimiert (Chambers et al., 2003, Boiani und Scholer, 
2005). 
Um zu überprüfen, ob die experimentellen Schritte in den ES-Zellen zu einem Verlust der Ex-
pression der beiden Gene geführt haben, wurde RNA aus den verschiedenen EBV-enthaltenden 
ES-Zell-Linien gewonnen, in cDNA umgeschrieben und durch RT-PCR untersucht. In allen 
getesteten Klonen bzw. Pools sind die beiden Gene exprimiert, was darauf hindeutet, dass die 
ES-Zellen ihren pluripotenten Status nicht eingebüßt haben (vgl. Abb. 4.13). 
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Abb. 4.13: Expression der Gene Nanog und mOct4 in EBV-tragenden ES-Zellen 
mOct4 und Nanog sind Marker für undifferenzierte, embryonale Stammzellen der Maus. Um zu zeigen, 
dass diese Gene auch nach wiederholter Elektroporation und Selektion der ES-Zellen noch exprimiert 
werden, wurde eine RT-PCR mit spezifischen Primern für diese Gene durchgeführt. Sowohl alle Mini-
EBV-ES-Zell-Klone als auch die vier getesteten Maxi-EBV-ES-Zell-Klone waren für beide Gene posi-
tiv, d. h. die Zellen befinden sich noch in einem undifferenzierten Zustand, da die Gene bei der Diffe-
renzierung herunterreguliert werden. Die verwendeten Primer, PCR-Programme und die erwarteten 
Bandengrößen sind in Abschnitt 3.2.4 aufgeführt. 
4.3.1. Episomale Aufrechterhaltung der EBV-Plasmide 
Ein wichtiger Punkt in der Untersuchung der etablierten ES-Zell-Linien ist der Nachweis der 
episomalen Aufrechterhaltung der Plasmide in den Zellen. Im Kontext der humanen Zellen 
wird das EBV-Plasmid als Episom aufrechterhalten und bei der Teilung an die Tochterzellen 
weitergegeben (Bornkamm und Hammerschmidt, 2001). Um zu überprüfen, ob in den murinen 
Zellen dieser Mechanismus ebenso funktioniert, wurden die Zellen mit Hilfe von Gardella-Ge-
len analysiert. Dabei werden die Zellen direkt im Gel lysiert. Das ermöglicht es, intakte Mini- 
bzw. Maxi-EBV-Konstrukte mit einer Größe von 82 kB bzw. 182 kB zu isolieren und mit Hilfe 
von radioaktiv markierten Sonden zu detektieren. 
Bei einer eventuellen, chromosomalen Integration der EBV-Genome, konnten keine Signale 
detektiert werden, da die genomische DNA aufgrund ihrer Größe in den Taschen des Gels 
verbleibt. In diesen Versuchen wurden als Positivkontrolle Raji-Zellen benutzt, die 50 EBV-
Genome pro Zelle extrachromosomal enthalten. 
Bei allen drei Konstrukten konnten in den Gardella-Gelen Banden detektiert werden (vgl. Abb. 
4.14), d.h. es liegen episomale EBV-Plasmide in den Zellen vor. Eine leichte Verschiebung in 
der Höhe der Banden im Gel wird durch die Zahl der erfolgreich lysierten Zellen bedingt, wie 
an den Raji-Kontrollen zu sehen ist, bei denen absteigende Zellzahlen pro Spur aufgetragen 
wurden. 




Abb. 4.14: Gardella-Gele der ES Zellen, die das Maxi-EBV-Plasmid p3053 oder p3298 
bzw. das Mini-EBV-Plasmid p3314 enthalten 
Das episomale Aufrechterhalten von Plasmiden in Zellen kann durch Gardella-Gele nachgewiesen wer-
den, bei denen die Zellen direkt im Gel lysiert und die Plasmide mit spezifischen, radioaktiven Sonden 
detektiert werden können. Hier wurde das Mini-EBV-Plasmid p3314 als Sonde benutzt. Als Kontrolle 
wurden in allen Gelen Raji-Zellen eingesetzt. Getestet wurden jeweils vier Klone der ES-Zell-Linien 
Bruce4 EBNA1 3053 (Wildtyp-Maxi-EBV), Bruce4 EBNA1 3298 (invertiertes Maxi-EBV) und Bruce4 
EBNA1 p3314 (Mini-EBV). Bei gleich großen Plasmiden kommt es durch die unterschiedliche Zahl 
erfolgreich lysierter Zellen zu leichten Verschiebungen in der Höhe der Banden im Gel. Dies ist gut bei 
den Raji-Kontrollen zu sehen, bei denen die gleichen Zellen in unterschiedlicher Zellzahl aufgetragen 
wurden. 
Ein weiteres Verfahren, um die Aufrechterhaltung von Plasmiden in Zellen nachzuweisen, ist 
die so genannte „plasmid rescue“-Analyse, bei der Plasmid-DNA aus den Zellen isoliert, in 
E.coli-Bakterien überführt und dort durch Restriktionsverdau analysiert wird. Die Plasmide 
werden dadurch sozusagen aus den Zellen „gerettet“, daher der Name des Nachweises. Neben 
der episomalen Aufrechterhaltung kann mit diesem Verfahren auch noch untersucht werden, ob 
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es zu groben Veränderungen in der DNA-Sequenz der Plasmide gekommen ist (z. B. durch De-
letion großer Fragmente) und ob die Plasmide auch ohne Selektionsdruck über viele Zellgene-
rationen stabil aufrechterhalten werden können. Wichtig wird dieser letzte Aspekt bei der ge-
planten Differenzierung zu murinen B-Zellen, da dabei die ES-Zellen ohne Selektion bis zu 
drei Wochen kultiviert werden. Würden die Plasmide in den sich schnell teilenden ES-Zellen 
während dieser Zeitspanne nicht ohne Selektion aufrechterhalten, könnte der Beitrag viraler 
Gene in differenzierten B-Zellen nicht untersucht werden. 
 
Abb. 4.15: „plasmid rescue“-Experiment mit der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 D5, 
die mit oder ohne G418 drei Wochen lang kultuviert wurde 
Bei der „plasmid rescue“-Methode wird Plasmid-DNA aus eukaryotischen Zellen  isoliert, in E.coli-
Zellen überführt und diese auf das Vorhandensein des Plasmids selektioniert. Aus den daraus entstehen-
den Kolonien wird erneut Plasmid-DNA gewonnen und mit Hilfen von Restriktionsenzymen analysiert. 
Die Aufrechterhaltung des Plasmid kann so auch unter unterschiedlichen Selektionsbedingungen unter-
sucht werden. Bruce4 EBNA1 3314 D5 Zellen wurden drei Wochen mit oder ohne G418 kultiviert und 
jede Woche Zellen analysiert. Dargestellt sind für jede Woche die Restriktionsanalysen zweier E.coli-
Kolonien, deren Plasmid-DNA mit dem Enzym BamHI verdaut wurde. Jeweils eine der Kolonien 
stammt dabei von ES-Zellen ohne G418-Selektion, die andere von ES-Zellen, die mit G418 im Medium 
kultiviert wurden. Die Zahl der Bakterienkolonien war über den Zeitraum vergleichbar. Das Banden-
muster entspricht dem erwarteten Restriktionsfragmentmuster. 
Die ES-Zellen wurden für diese Analyse drei Wochen mit oder ohne G418 im Medium kulti-
viert und jede Woche Zellen zu Analyse entnommen. Aus allen ES-Zell-Linien konnte DNA 
isoliert und durch Elektroporation in Bakterien (E.coli) überführt werden. Die Zahl der Bakte-
rienkolonien war bei allen Klonen vergleichbar und jeweils 10 Kolonien wurden genauer unter-
sucht. Die Restriktionsanalyse der aus E.coli isolierten Plasmid-DNA mit dem Enzym BamHI 
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ergab bei allen Klonen das erwartete Bandenmuster. In Abb. 4.15 ist für jeweils zwei analysier-
te Bakterienklone (mit/ohne G418) der Mini-EBV- enthaltenden Zellen die Restriktionsanalyse 
gezeigt. Diese Untersuchung zeigt, dass es nach einem Zeitraum von drei Wochen ohne Selek-
tion immer noch möglich ist, EBV-Plasmide aus den ES-Zellen zu isolieren. Das Ergebnis be-
deutet, dass die EBV-Plasmide in ES-Zellen auch während der Differenzierung ohne Selektion 
durch G418 zuverlässig episomal aufrechterhalten werden. 
4.3.2. Expression von EBV-Genen 
Nachdem stabile Zell-Linien etabliert waren und nachgewiesen wurde, dass EBV-Plasmide in 
An- und Abwesenheit von G418 in den murinen ES-Zellen aufrechterhalten werden konnten, 
stellte sich die Frage, ob EBV-Genen in murinen, undifferenzierten ES-Zellen von den viralen 
Promotoren exprimiert werden. Um diese Frage zu beantworten, wurde versucht, mit Western-
blot die beiden Proteine EBNA2 und LMP1 nachzuweisen (vgl. Abb. 4.16). 
Als Kontrollzellen wurden dabei 721-Zellen benutzt, eine Zell-Linie, die mit dem EBV-Proto-
typ B95.8-Virus transformiert wurde und beide Proteine exprimieren. Bei keinem der unter-
suchten Klone konnte die Expression von EBNA2 und LMP1 nachgewiesen werden  
(Abb. 4.16). Die Proteine scheinen in ES-Zellen nicht oder nur schwach exprimiert zu werden. 
 
Abb. 4.16: Westernblot-Analyse der EBV-enthaltenden ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 
3314 
Zum Nachweis der Expression der beiden EBV-Gene EBNA2 und LMP1 in Bruce4 EBNA1 3314 Klo-
nen wurde eine Westernblot-Analyse durchgeführt. Zum Nachweis von EBNA2 wurde ein Gemisch der 
αEBNA2-Antikörper R3 und 1E6 eingesetzt; LMP1 wurde durch den αLMP1-Antikörper CS14 detek-
tiert. Als Kontrolle diente die etablierte Zell-Linie 721, die beide Proteine exprimieren, sowie embryo-
nale Feeder-Zellen (EF), auf denen die ES-Zellen kultiviert werden. Auch die Ausgangszell-Linie 
Bruce4 EBNA1 C1, die eine integrierte EBNA1-Expressionskassette trägt, wurde untersucht, die eben-
falls negativ war. 
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Da aber nicht auszuschließen war, dass die beiden Gene auf Grund einer unzureichenden Sensi-
tivität der Westernblot-Analyse nicht nachgewiesen werden konnten, wurde mit der RT-PCR 
eine Methode getestet, die die mRNA beider Gene direkt und sensitiv detektieren kann. Dazu 
wird zelluläre RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben (vgl. Abschnitt 3.2.3). 
Zur Kontrolle der reversen Transkription wurden mit allen cDNA-Proben RT-PCRs auf das 
Aktin-Gen durchgeführt (vgl. Abb. 4.17). Waren diese positiv, wurden die Proben auf die Ex-
pression der Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A hin untersucht. Da die spezifischen Primer für 
diese Gene in Exons liegen und mindestens ein Intron überspannen, kann leicht zwischen kon-
taminierender, zellulärer DNA, die die RNA-Isolation verunreinigen kann, und cDNA unter-
schieden werden. Als Kontrolle für die Expression der EBV-Gene wurde die etablierte Zell-
Linie B95.8 gewählt. 
 
Abb. 4.17: Expression von EBV-Genen in den mit EBV stabil transfizierten ES-Zell-
Linien 
Zum Nachweis der Expression der EBV-Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A wurde eine RT-PCR-Ana-
lyse durchgeführt. Die verwendeten Primer, PCR-Programme und die erwarteten Bandengrößen sind in 
Abschnitt 3.2.4 aufgeführt. Die Auswahl der Oligonukleotide lässt eine Unterscheidung zwischen 
DNA und cDNA zu, so dass eine etwaige Verunreinigung der cDNA durch DNA nicht zu falsch positi-
ven Ergebnissen führt. Als Kontrolle dienten B95.8-Zellen, die alle drei Gene exprimieren. Zum Test 
der cDNAs wurde eine RT-PCR mit Aktin-spezifischen Primern durchgeführt, die für alle aufgetrage-
nen Zellen positiv war. 
Eine Expression der Gene EBNA1, LMP1 und LMP2A entspricht dem Latenzprogramm II des 
Virus, wie es z.B. in Hodgkin-Lymphomen oder nasopharyngealen Karzinomen gefunden wird 
(Crawford et al., 2001). Da EBNA1 in den Rosa26-Lokus integriert wurde und unter Kontrolle 
des Rosa-Promotors steht, kann eine Transkription des Gens durch die viralen Promotoren 
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nicht untersucht werden. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass eine ausreichende Expres-
sion von EBNA1 ohne Integration einer Expressionskassette nicht stattfindet. So konnten ohne 
Einbau des für EBNA1 codierenden Exons in das Genom von ES-Zellen keine EBV-tragenden 
Klone gewonnen werden. 
ES-Zellen, die das Maxi-EBV-Plasmid p3053 stabil trugen, zeigten keine Expression von 
EBNA2, dafür war eine Expression von LMP1 und LMP2A klar nachweisbar. Das gleiche Ex-
pressionsmuster zeigten ES-Zellen, die das Mini-EBV-Plasmid p3314 tragen. Wie erwartet ge-
lang der Nachweis für alle drei analysierten Gene nicht mit RNA, die aus ES-Zellen mit dem 
invertierten Maxi-EBV-Plasmid p3298 stammte, da durch die Inversion eine Expression eben 
dieser Gene verhindert wird. 
4.3.3. Untersuchung der ES-Zellen mit Realtime-PCR 
EBNA2 ist notwendig für die Transformation von humanen B-Zellen und wirkt als Koaktivator 
bei der Transkription von zellulären und viralen Genen (Bornkamm und Hammerschmidt, 
2001). Da auch mit der RT-PCR keine Expression des EBNA2-Gens gefunden werden konnte, 
wurde mit einer sehr sensitiven PCR-Methode, der Realtime-PCR, versucht, die 
Nachweisgrenze noch weiter zu senken, um kleinste Mengen des EBNA2-Transkripts 
nachweisen zu können. Auch für diese Methode wurde RNA in cDNA umgeschrieben und 
geeignete Primer verwendet, so dass nur mRNA der Zellen detektiert wurde. 
Zur Kontrolle dieses Prozesses wurden mit allen cDNA-Proben Realtime-PCRs für das Gen 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgeführt (vgl. Tab. 4.1). GAPDH 
ist ein Enzym des Stoffwechselwegs Glykolyse und ein „Housekeeping“-Gen. Es wird ubiqui-
tär exprimiert und häufig als endogene Kontrolle für Realtime-PCR eingesetzt (Bustin, 2000). 
Waren diese Realtime-PCR-Läufe positiv, wurden die Proben auf eine Expression der Gene 
EBNA2, LMP1 und LMP2A hin untersucht. Auch hier ist es wie bei der konventionellen RT-
PCR möglich, durch die geeignete Positionierung der Primer zelluläre DNA von cDNA zu 
unterscheiden, da bei zellulärer DNA sowohl Exons als auch Introns vorhanden sind. Das führt 
entweder zu einem längeren PCR-Produkt oder es entsteht kein Produkt, da die Länge des 
Amplifikates zu groß für eine effiziente PCR-Reaktion ist. 
Darüber hinaus wurden zur Detektion von EBV-Plasmid-DNA geeignete Primer benutzt, um 
das Vorhandensein von DNA in der cDNA bestätigen. Als Kontrolle wurde die Zell-Linie 
B95.8 benutzt. Sie ist nicht nur positiv für EBV-DNA, sondern exprimiert auch alle latenten 
EBV-Transkripte. 
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 EBV GAPDH EBNA2 LMP1 LMP2A 
Bruce4 EBNA1 3314 A4 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3314 E3 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3314 D5 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3053 P1 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3053 P2 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3053 P3 + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3053 P4 + + - + + 
B95.8 + + + + + 
Tab. 4.1: Zusammenfassung der Realtime-PCR-Auswertung 
Zum Nachweis der Expression der EBV-Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A in Klonen der ES-Zell-
Linien Bruce4 EBNA1 3314 und Bruce4 EBNA1 3053 wurde eine Realtime-PCR-Analyse durchge-
führt. Die verwendeten Primer und „LightCycler“-PCR- Programme sind in Abschnitt 3.2.3 angege-
ben. Das Design der Primer ermöglicht es zudem, zwischen DNA, die die RNA-Präparation verunreini-
gen kann, und cDNA zu unterscheiden, so dass dies nicht zu falsch positiven Ergebnissen führt. Außer-
dem wurden spezielle Primer benutzt, die ein Vorhandensein von genomischer DNA (EBV) in den Pro-
ben nachweisen. Zum Test der cDNAs wurde ein RT-PCR-Lauf mit Primern spezifisch für das „House-
keeping“-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgeführt. Als Kontrolle der 
Expression diente die etablierte Zell-Linie B95.8. Ein positives Ergebnis ist durch ein + dargestellt, ein 
negatives durch ein -. 
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Die Zusammenfassung meiner Ergebnisse ergibt folgendes Bild: Mini-EBV-positive ES-Zell-
Linien exprimierten die Gene LMP1 und LMP2A, aber eine Expression des EBNA2-Gens 
konnte auch hier nicht gezeigt werden. Das gleiche Bild zeigt sich in den ES-Zell-Linien, die 
das Maxi-EBV-Plasmid p3053 tragen. Alle untersuchten Zell-Linien exprimieren die beiden 
LMP-Gene, aber in keiner der Linien konnte EBNA2 nachgewiesen werden. 
4.3.4. Aktivität der EBV-Promotoren Cp und Wp 
Die Transkription der EBNA-Gene wird in Form langer Primärtranskripte von den Promotoren 
Cp bzw. Wp aus initiiert. Durch alternatives Spleißen und 3´-Prozessierung entstehen die 
mRNAs, die für die unterschiedlichen EBNA-Proteine kodieren (Kerr et al., 1992). Da keine 
EBNA2-Expression in den ES-Zellen detektierbar war, wollte ich die Aktivität der EBNA-
spezifischen Promotoren in diesen Zellen untersuchen. 
Zu diesem Zweck wurde eine RT-PCR-Analyse mit Primern durchgeführt, mit denen speziell 
promotorspezifische mRNAs nachgewiesen werden. Die Primer wurden aus einer Publikation 
von Schlager et al. (1996) übernommen. Die Upstream-Primer für die Amplifikation Wp- und 
Cp-initiierter mRNAs binden dabei an Exons, die nur in den promotorspezifischen Transkrip-
ten enthalten sind. Im Falle der Wp-Transkripte liegt der Primer W0W1´B am Übergang des 
W0-Exon zum W1-Exon (Abb. 4.18 A). Bei den Cp-Transkripten befindet sich die Primerbin-
dungsstelle des Primers C1 im C1-Exon (Abb. 4.19 A). Der Downstream-Primer W2 ist in 
beiden Fällen der gleiche und bindet im W2-Exon der „Major Internal Repeats“ (Abb. 4.18 A 
und 4.19 A). Das dabei entstehende Bandenmuster weist eine Leiter von Banden im Agarose-
gel auf, deren Größe in Abhängigkeit des benutzten W2-Exons variiert, an die der Down-
stream-Primer W2 gebunden hat. 
Die etablierte Zell-Linie B95.8 wurde als Kontrolle für die typische Promotorenaktivität in 
Zell-Linien mit dem Latenztyp III benutzt und zeigt bei beiden Promotor-spezifischen RT-
PCRs das erwartete Bandenmuster (vgl. Abb. 4.18 B und Abb. 4.19 B). ES-Zell-Klone mit dem 
Maxi-EBV-Plasmid p3053 zeigten bei beiden RT-PCRs nur die kleinsten erwarteten Banden 
(312 bp, 510 bp bei Cp und 110 bp, 308 bp bei Wp), größere vorhergesagte Banden fehlen. 
Zusätzlich sind weitere Banden zu sehen, die nicht dem Bandenmuster von B95.8 zugeordnet 
werden können (vgl. Abb. 4.18 B und Abb. 4.19 B). Bei Klonen mit dem Mini-EBV-Plasmid 
p3314 waren nur die Banden der Größe 110 bp bzw. 308 bp bei der Wp-RT-PCR und 312 bp 
bzw. 510 bp bei Cp-RT-PCR zu erwarten, da dieses Konstrukt im Gegensatz zu Maxi-EBV-
Plasmiden nur zwei W-Repeats enthält. Auch hier sind neben den erwarteten Banden weitere, 
zum Teil größere Banden vorhanden. 
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Abb. 4.18: Nachweis der Aktivität des Wp Promotors mit RT-PCR in den mit EBV-
transfizierten ES-Zell-Linien 
A Schematische Darstellung des von dem Promotor Wp aus initiierten Primärtranskripts. Angegeben ist 
das ersten Exon W0, sowie sieben der über 10 W-Repeats, die aus den Exons W1 und W2 bestehen 
(große schwarze Boxen). Die kleinen, schwarzen Vierecke über den Exons geben die Bindungsstellen 
des Upstream-Primers W0W1´B und des Downstream-Primers W2 an. W0W1´B bindet dabei im hinte-
ren Bereich des Exons W0 und im vorderen Bereich des Exons W1 und beinhaltet nicht die dazwischen 
liegende DNA-Sequenz. W2 besitzt mehrere Bindungsstellen. Die darunter liegenden Striche stellen die 
bei der RT-PCR amplifizierten Banden schematisch dar, die den erwarteten Produkten entsprechen. Die 
Größe der Fragmente in bp wird ebenfalls genannt. B Gelbild der RT-PCR mit für Wp-spezifischen Pri-
mern. Untersucht wurden Klone der ES-Zell-Linien Bruce4 EBNA1 3314 und Bruce4 EBNA1 3053. 
Als Kontrolle wurden B95.8 Zellen verwendet. Am Rand des Gelbildes sind die vorhergesagten Größen 
der bei B95.8 entstandenen Fragmente in bp aufgeführt. 
Da die zusätzlichen Banden nicht durch eine Optimierung des RT-PCR-Protokolls reduziert 
werden konnten, wurde angenommen, dass es sich um eine spezifische Primerbindung handelt 
und zusätzliche, unerwartete Transkripte in den Zellen vorliegen. Um diese Theorie zu über-
prüfen, wurden die Banden aus dem Agarosegel isoliert und sequenziert. Bei der Analyse der 
Sequenzen zeigte sich, dass neben zwei korrekt gespleißten Fragmenten zusätzliche Fragmente 
vorhanden waren, bei denen das Spleißen nicht erfolgreich durchgeführt worden war. Sie bein-
halteten z. B. das Intron zwischen den Exons W1 und W2, das normalerweise nicht in der  
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Abb. 4.19: Nachweis der Aktivität des Cp Promotors mit RT-PCR in den mit EBV-
transfizierten ES-Zell-Linien 
A Schematische Darstellung des von dem Promotor Cp aus initiierten Primärtranskripts. Angegeben 
sind die beiden Exons C1 und C2, sowie sechs der insgesamt 11 W-Repeats, die aus den Exons W1 und 
W2 bestehen (große schwarze Boxen). Die kleinen, schwarzen Vierecke über den Exons geben die 
Bindungsstellen des Upstream-Primers C1 und des Downstream-Primers W2 an, wobei W2 mehrere 
redundante Bindungsstellen in den einzelnen Repeats besitzt. Die darunter liegenden Striche stellen die 
bei der RT-PCR amplifizierten Banden dar. Die Größe der Fragmente in bp wird ebenfalls genannt. B 
Gelbild der RT-PCR mit für Cp-spezifischen Primern. Untersucht wurden Klone der ES-Zell-Linien 
Bruce4 EBNA1 3314 und Bruce4 EBNA1 3053. Als Kontrolle wurden B95.8 Zellen verwendet. Am 
Rand des Gelbildes sind die vorhergesagten Größen der bei B95.8 entstandenen Fragmente in bp 
aufgeführt. 
mRNA vorkommt. In Abb. 4.20 ist eine Zusammenstellung möglicher, nicht oder falsch 
gespleißter Transkripte für den Wp-Promotor zu sehen, die mit dem Primerpaar W0W1´B/W2 
amplifiziert werden könnten. Da nicht alle der zu erwarteten Banden in den Maxi-EBV-Klonen 
vorhanden waren und zusätzlich nicht korrekt gespleißte Fragmente sowohl in den Maxi- als 
auch in den Mini-EBV-Klonen auftraten, lag die Vermutung nahe, dass es in murinen ES-
Zellen zu Problemen bei der Transkription der EBNA-Gene bzw. der Prozessierung der mRNA 
kommt, die die Expression von EBNA2 und vermutlich auch der anderen Gene der EBNA-
Familie, darunter EBNA1,  unterbindet. 
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Abb. 4.20: Schematische Darstellung der Sequenzanalyse der amplifizierten Wp-RT-
PCR-Banden 
Die PCR-Banden, die bei der Untersuchung der Wp-Promotor-Aktivität der EBV-enthaltenden ES-Zell-
Linien entstanden, wurden aus dem Agarose-Gel isoliert und sequenziert. Bei der Analyse der Sequen-
zen zeigte sich, dass neben zwei korrekt gespleißten Fragmenten der Größe 110 bp bzw. 308 bp (nicht 
gezeigt), zusätzliche Fragmente vorhanden waren, bei denen das Spleißen nicht vollständig durchge-
führt worden war. Dargestellt ist ein Teil der möglichen nicht oder falsch gespleißten Transkripte, die 
mit dem Primerpaar W0W1´B bzw. W2 amplifiziert werden können, sowie die Größe der Fragmente in 
bp. 
4.4. In vitro Differenzierung der EBV-tragenden ES-Zellen 
Eine herausragende Eigenschaft von ES-Zellen ist es, dass sie in Zellen aller drei Keimblätter 
(Endoderm, Ektoderm und Mesoderm) differenzieren können, also pluripotent sind (Boiani und 
Scholer, 2005). Diese Eigenschaft ermöglicht es, sie auch in Kultur unter bestimmten 
Bedingungen gezielt zu verschiedenen Zelltypen und Geweben zu differenzieren (Wobus und 
Boheler, 2005). 
Ziel dieser Arbeit war es, etablierte, EBV-tragende ES-Zell-Linien in vitro zu B-Zellen zu dif-
ferenzieren, da das Virus in verschiedenen Differenzierungsstadien dieser Zellen im Menschen 
latent vorliegt und dadurch die Möglichkeit zu haben, die Wirkung von EBV-Genen auf den 
Phänotyp muriner B-Zellen zu untersuchen. 
Dazu wurden die murinen ES-Zellen mit einem leicht veränderten Protokoll von Cho et al. 
1999 differenziert (siehe Abschnitt 3.2.1). ES-Zellen wurden an Tag 0 der Differenzierung 
ohne die Zugabe von LIF auf eine mit OP9-Zellen beschichtete Zellkulturplatte ausgebracht. 
Im Laufe der nächsten fünf Tage begannen die Zellen zu differenzieren, und die ES-Zell-
Kolonien brachen in Einzelzellen auf (vgl. Abb. 4.21). 
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Abb. 4.21: Durch die beginnende Differenzierung zerfallen die ES-Zell-Kolonien in 
Einzelzellen 
Bei der in vitro Differenzierung zu B-Zellen werden die ES-Zellen ohne die Zugabe von LIF auf einer 
Zellschicht aus OP9-Zellen kultiviert. Dabei brechen die normalerweise glatten und von einem deut-
lichen Rand begrenzten Kolonien auf und zerfallen in Einzelzellen. Gezeigt werden vier verschiedene 
Kolonien (Bilder 1 – 4) von EB5-ES-Zellen, bei denen deutlich die Koloniestruktur verändert ist und 
die am Rand teilweise fast nahtlos in die OP9-Zellschicht übergehen. 
 
Abb. 4.22: An Tag 8 der Differenzierung befinden sich die Vorläuferzellen im Überstand 
Zwischen Tag 5 und Tag 8 der Differenzierung wird dem Medium FLT3L zugegeben. Dieses Zytokin 
stimuliert in Wechselwirkung mit anderen hämatopoetischen Zytokinen die Proliferation der Zellen und 
die Differenzierung von frühen hämatopoetischen Vorläuferzellen. Diese befinden sich an Tag 8 in 
Form kleiner runder, manchmal traubenartig zusammenhängender Zellen im Überstand des Differenzie-
rungsansatzes und können so auf eine neue OP9-Zellschicht überführt werden. Hier sind zwei Beispiele 
solche Vorläufer in  einer Differenzierung von EB5-Zellen gezeigt (Bild 1 und 2). 
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An Tag 5 der Differenzierung wurden die Zellen trypsiniert, auf eine neue OP9-Zellschicht 
überführt und mit FLT3L-haltigem Medium für drei Tage kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt be-
finden sich kleine Trauben runder, glatter Zellen mit hämatopoetischem Potential im Überstand 
und können erneut auf eine frische OP9-Zellschicht überführt werden (vgl. Abb. 4.22). 
Die Vorläuferzellen wandern dann unter die Zellschicht und bilden so genannte „cobblestones“ 
aus (engl. für Kopfsteinpflaster). Die Bezeichnung beschreibt das Aussehen der Zellen unter 
der Zellschicht, wo man sie als dunkle, eng beieinander liegende, runde bis leicht eckige Zellen 
erkennen kann. Aus diesen Zellen entwickeln sich dann unreifen B-Zellen, die sich im Über-
stand der Kultur finden und zu reifen B-Zellen weiterentwickeln. 
 
Abb. 4.23: Die Bildung  von „cobblestones“ ist die Voraussetzung für eine B-
Zelldifferenzierung in vitro 
Hämatopoetische Vorläufer-Zellen, die auf eine OP9-Zellschicht überführt werden, unterwandern die 
Zellschicht und bilden dort als „cobblestones“ bezeichnete Strukturen. Diese kann man als dunkle, eng 
beieinander liegende, runde bis eckige Zellen erkennen. Aus den „cobblestones“ entwickeln sich im 
Laufe der folgenden Tage unreife B-Zellen, die in den Überstand der Differenzierungsansätze wandern. 
Die hier gezeigten „cobblestones“ entstanden bei einer Differenzierung von Bruce4 EBNA1 3314 A4 
Zellen. 
Die etablierten ES-Zell-Linien, die ein Mini- bzw. Maxi-EBV-Plasmid tragen, wurden nach 
dem beschriebenen Protokoll differenziert. Als Kontrolle dienten die Zell-Linien EB5 und 
Bruce4 EBNA1 C1. EB5-Zellen wurden schon mehrfach erfolgreich in vitro zu reifen B-Zellen 
differenziert (C. Hömig, persönliches Gespräch) und dienten zur Kontrolle des Differenzie-
rungsprotokolls. Die Zell-Linie Bruce4 EBNA1 C1 ist die Ausgangzell-Linie, die mit den drei 
verschiedenen EBV-Plasmiden transfiziert wurde. 
Zuerst wurde getestet, ob sich die Integration und Expression von EBNA1 auf die Differenzie-
rung auswirkt und zu Veränderungen führt. Mit den Zell-Linien EB5 und Bruce4 EBNA1 C1 
wurden parallel Differenzierungen durchgeführt. Beide Zell-Linien bildeten „cobblestones“ aus 
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und die an Tag 21 im Überstand schwimmenden Zellen konnten mit Hilfe des FACS-Gerätes 
analysiert werden (vgl. Kapitel 4.4.1). Ein Unterschied in der Differenzierung zwischen den 
beiden Zell-Linien konnte nicht ausgemacht werden. 
Danach wurden drei ES-Zell-Klone, die stabil mit dem Mini-EBV-Plasmid (Bruce4 EBNA1 
3314 A4, E3 und D5) transfiziert worden waren, in vitro zu B-Zellen differenziert. Nur bei dem 
Klon A4 war die Differenzierung mehrmals erfolgreich. Zwar bildeten sich in einigen Fällen 
bei den anderen beiden Klonen teilweise kleine Bereiche mit „cobblestones“, aber es wurden 
keine B-Zellen im Überstand gefunden (Daten nicht gezeigt). Auch von den vier untersuchten 
Maxi-EBV-Pools (Bruce4 EBNA1 3053 P1-4) konnte nur Pool P1 erfolgreich zu reifen B-Zel-
len differenziert werden. Ein Einfluss der EBV-Plasmide auf den zeitlichen Ablauf oder die 
phänotypische Ausprägung der Differenzierung konnte nicht festgestellt werden. 
Generell ist zu der in vitro B-Zell-Differenzierung anzumerken, dass nicht jeder ES-Zell-Klon 
die Fähigkeit hat, zu B-Zellen zu differenzieren. Nur etwa zwei aus zehn Klonen können er-
folgreich differenziert werden, wobei die Ursachen für diese Unterschiede nicht bekannt sind 
(T. Schröder, persönliche Mitteilung). Zusätzlich ist die Differenzierung von vielen Parametern 
abhängig, die nur bedingt bekannt sind und beeinflusst werden können. Dies führt zu einer un-
zulänglichen Reproduzierbarkeit. Auch die Zahl der an Tag 21 im Überstand der Ansätze be-
findlichen Zellen schwankte sehr, und teilweise konnten nicht genug Zellen für eine FACS-
Analyse erhalten werden. 
Des Weiteren kommt es im Laufe der Differenzierung zur Ausbildung anderer, z. B. mesoder-
maler Gewebe, die die Bildung von „cobblestones“ beeinflussen. In Abb. 4.24 ist im unteren 
Bereich der Abbildung mesodermales Gewebe zu sehen, das durch starke Proliferation die 
Zellschicht aus OP9-Zellen zurückdrängt und mit ihr „cobblestones“ und die lose adhärierten 
frühen B-Zellen (hier helle, runde Zellen). Zwar sollten mit dem Überführen der im Überstand 
befindlichen Zellen an Tag 8 der Differenzierung mesodermale Gewebe und undifferenzierte 
ES-Zell-Kolonien abgetrennt werden, aber es ist nicht immer zu verhindern, dass Teile dieser 
Gewebe mit in die neue Zellkulturschale transferiert werden und dort durch ihre starke Prolife-
ration große Bereiche einnehmen. Dies wirkt sich insbesondere während der frühen Phase der 
„cobblestone“-Bildung, bei der sich die Vorläuferzellen unter der OP9-Zellschicht einnisten 
und dessen Unterstützung benötigen, negativ auf die B-Zell-Entwicklung aus. 
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Abb. 4.24: Die bei der Differenzierung entstehenden mesodermalen Gewebe beeinflussen 
die B-Zell-Entwicklung 
Bei der in vitro Differenzierung zu murinen B-Zellen entstehen nicht nur die gewünschten Zelltypen, 
sondern es entwickeln sich auch eine ganze Reihe anderer, z. B. mesodermaler Gewebe. Diese Gewebe 
sollten an Tag 8 der Differenzierung, an dem die frühen hämatopoetischen Vorläuferzellen in eine neue 
Zellkultur-Schale überführt werden, zurück bleiben. Das gelang aber in den meisten Fällen nicht voll-
ständig. Da diese unerwünschten Zellen oftmals stark proliferieren, nehmen sie bald große Bereiche der 
Kulturfläche ein und drängen die OP9-Zellschicht zurück. Dies beeinflusst die Bildung von „cobble-
stones“ und damit die Entwicklung von B-Zellen. Besonders während der frühen Phase der „cobble-
stone“-Bildung, bei der sich die hämatopoetischen Vorläuferzellen unter der OP9-Zellschicht einnisten, 
reagieren die Vorläufer-Zellen sensitiv. In dem gezeigten Beispiel, eine Differenzierung von EB5-Zel-
len, drängt mesodermales Gewebe am unteren Bildrand die OP9-Zellschicht und mit ihr die lose adhä-
rierten frühen B-Zellen (hier helle, runde Zellen) zurück. 
4.4.1 FACS-Analysen der in vitro differenzierten Zellen 
Die Überstände der Differenzierungsansätze wurden mit Hilfe des FACS-Gerätes an Tag 21 
analysiert. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Antikörpern gefärbt, die Oberflächen-
proteine erkennen, die für murine B-Zellen der unterschiedlichen Stadien charakteristisch sind. 
B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus hämatopoetischen Stammzellen, die zunächst 
zu frühen Pro-B-Zellen differenzieren. Frühe Pro-B-Zellen können durch die Markerkombina-
tion B220+CD19- charakterisiert werden. Der Übergang zu späten Pro-B-Zellen ist durch die 
Expression von CD19 gekennzeichnet. Diese beiden Marker sind auch auf allen weiteren Sta-
dien der B-Zellen zu finden. Das Vorhandensein eines funktionalen B-Zell-Rezeptors zeigt den 
Übergang von kleinen Pre-B-Zellen zu unreifen B-Zellen, die deswegen mit einem IgM-spezi-
fischen Antikörper gefärbt werden können.  
Bis zu diesem Stadium findet die gesamte Entwicklung im Knochenmark statt. Nach weiteren 
Selektions- und Differenzierungsschritten entwickeln sich unreifen B-Zellen zu reifen B-Zel-
len, die zusätzlich zu IgM das Immunglobulin IgD exprimieren. 
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Bei der FACS-Analyse sind B-Zellen in einem bestimmten Fenster des FSC/SSC-Blots, dem so 
genannten Lymphozytenfenster, zu finden, das durch eine bestimmte Zellgröße (FSC) und Gra-
nularität (SSC) der Zellen bestimmt wird. Alle Analysen wurden deshalb mit Zellen durchge-
führt, die sich im Lymphozytenfenster befinden. Dieses Vorgehen schließt auch tote Zellen 
aus, die mit Hilfe einer Propidium-Iodid-Färbung erkannt und abgegrenzt werden können. Als 
Positivkontrollen der Färbungen dienten Zellen aus der Milz von Balb/C Mäusen, da dieses 




Abb. 4.25: FACS-Analyse der aus der ES-Zell-Linie EB5 differenzierten Zellen 
Die bei den Differenzierungen der ES-Zell-Linie EB5 entstandenen Zellen wurden mit dem FACS-Ge-
rät analysiert. Gezeigt werden zwei verschiedene Differenzierungsansätze (A und B), die beide erfolg-
reich waren. Die FACS-Analyse umfasst ausschließlich Zellen, die im FSC/SSC-Blot als Lymphozyten 
charakterisiert sind und nicht Propidium-Iodid positiv waren. Diese Zellen wurden auf die Oberflächen-
expression von B220, CD19, IgM und IgD untersucht. In dieser Abbildung sind B220+CD19+ Zellen 
(Blot 1) deutlich erkennbar, von denen einige auch IgM+ sind (Blot2). Diese Markerkombination ist 
charakteristisch für unreife B-Zellen der Maus. In Blot 3 wird gezeigt, dass einige wenige der IgM+ Zel-
len auch IgD+ sind, ein Marker für reife B-Zellen. 
 
4. Ergebnisse  84 
In Abb. 4.25 sind die FACS-Analysen zweier Differenzierungen der ES-Zell-Linie EB5 zu 
sehen. In beiden Fällen waren über 80 % der Zellen CD19+B220+. Der Anteil an IgM+ Zellen 
schwankte zwischen 4 - 7 %. Eine Expression von IgD war bei 3 – 6 % der Zellen zu finden. 
Diese Markerkombination zeigt, dass es sich um reife, murine B-Zellen handelt. Somit wurde 
gezeigt, dass das leicht veränderte Protokoll für die in vitro-Differenzierung prinzipiell erfolg-
reich durchgeführt werden konnte. 
 
Abb. 4.26: FACS-Analyse der differenzierten Zellen aus der ES-Zell-Linie Bruce4 
EBNA1 C1 
Mit Zellen, die bei der erfolgreichen Differenzierung der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 C1 entstanden, 
wurde eine FACS-Analyse durchgeführt. Alle dargestellten Zellen befinden sich im Lymphozy-
tenfenster des FSC/SSC-Blots und waren Propidium-Iodid negativ. Bei diesen Zellen wurden das Vor-
handensein von B220, CD19, IgM und IgD untersucht. Deutlich erkennbar sind die B220+CD19+ Zellen 
(Blot 1), von denen einige auch IgM+ sind (Blot 2). Diese Markerkombination ist charakteristisch für 
unreife B-Zellen der Maus. In Blot 3 wird gezeigt, dass 1 % der Zellen auch IgD+ sind, ein Marker für 
reife B-Zellen. 
Auch die Zellen im Überstand der Differenzierung der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 C1 wur-
den mit den FACS-Gerät analysiert, und es konnten B220+CD19+IgM+ bzw. IgD+ Zellen nach-
gewiesen werden (Abb. 4.26). Der Anteil an B220+CD19+ Zellen betrug 85 %, wovon 4 % 
IgM+ waren. IgD+-Zellen konnten nur zu einem geringen Anteil gefunden werden (1%). 
Eine statistische Auswertung der Differenzierungen war leider nicht möglich, da aufgrund der 
mangelhaften Reproduzierbarkeit der Differenzierungsansätze bzw. der teilweise geringen Aus-
beuten bei erfolgreicher Durchführung nicht genug Zellen zur Verfügung standen, um eine 
quantitative Aussage über die Vergleichbarkeit der Zell-Linien treffen zu können. Es konnte 
deshalb nur das Vorhandensein bzw. das Fehlen von reifen B-Zellen im Überstand bewertet 
werden. Nachdem diese Kontroll-Zell-Linien erfolgreich zu reifen B-Zellen differenziert 
werden konnten, wurden anschließend die Überstände Mini- und Maxi-EBV-tragenden ES-
Zell-Linien untersucht. 
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Abb. 4.27: Analyse der differenzierten Zellen aus der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 
A4  
Die bei den Differenzierungen der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 A4 entstandenen Zellen wurden 
mit dem FACS-Gerät analysiert. Gezeigt werden zwei erfolgreiche Differenzierungsansätze (A und B). 
Dargestellt sind Zellen, die sich im FSC/SSC-Blot im Lymphozytenfenster befinden und nicht 
Propidium-Iodid positiv waren. Diese wurden auf die Expression der Oberflächenproteine B220, CD19, 
IgM und in Differenzierung A auch auf IgD hin untersucht. In Blot 1 erkennt man B220+CD19+ Zellen 
(Blot 1), von denen einige auch IgM+ sind (Blot 2). Diese Markerkombination ist charakteristisch für 
unreife B-Zellen der Maus. In Blot 3 der Differnzierung A wird gezeigt, dass einige der Zellen auch 
IgD+ sind, ein Marker für reife B-Zellen. Bei der Differenzierung B fand keine Weiterkultur der Zellen 
und ein Nachweis von IgD statt, da die Überstände im Anschluss an die FACS-Analyse für weitere 
Untersuchungen zur Extraktion von RNA benutzt wurden. 
Sehr erfolgreich konnte die ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 A4 differenziert werden (Abb. 
4.27). Wie bei den Kontrollen konnten auch hier reife B-Zellen detektiert werden. Über 70 % 
der Zellen der gezeigten Differenzierungsansätze waren B220+CD19+ und 7 – 8 % auch IgM+. 
Der Anteil der IgD+-Zellen betrug 5 %. 
Die Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1 entwickelte ebenfalls B220+CD19+IgM+ B-Zellen (vgl. 
Abb. 4.28). Hier lag der Anteil von B220+CD19+-Zellen bei 75 %, wovon 8 % auch IgM+ wa-
ren. Auf eine Expression von IgD wurden die Zellen in diesem Fall nicht untersucht, da die 
Zellen des Überstandes nicht weiter kultiviert wurden, sondern für folgende Analysen die ge-
samtzelluläre RNA gewonnen wurde. Das Maxi-EBV-Plasmid trägt im Gegensatz zu den Mini-
EBV-Plasmiden die gesamte genetische Information des Virus.  
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Abb. 4.28: FACS-Analyse der aus der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1 
differenzierten Zellen 
Die ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1 konnte erfolgreich differenziert werden und die entstande-
nen Zellen wurden mit dem FACS-Gerät analysiert. Dargestellt sind nur lebende, sich im Lymphozyten-
fenster befindende Zellen. Diese wurden auf das Vorhandensein der Oberflächenproteine B220, CD19, 
und IgM hin untersucht. Deutlich erkennbar sind B220+CD19+ Zellen (Blot 1), von denen einige auch 
IgM+ sind (Blot 2). Diese Markerkombination ist charakteristisch für unreife B-Zellen der Maus. 
4.4.2. Expression von EBV-Genen in murinen B-Zellen 
Die Überstände der Differenzierungsansätze, die reife B-Zellen enthielten, wurde durch „Ma-
gnetic Cell Sorting“ (MACS)-Separation (Miltenyi Biotec) fraktioniert (vgl Abschnitt 3.2.1), so 
dass eine IgM+- und eine IgM--Fraktion für weitere Analysen zur Verfügung standen. Sowohl 
aus IgM+ als auch aus IgM- Zellen wurde RNA gewonnen und anschließend in cDNA umge-
schrieben. Aufgrund der äußerst geringen Zellzahlen, besonders der IgM+-Fraktion, musste teil-
weise die gesamte RNA mit Reverser Transkriptase umgeschrieben werden. 
Anschließend wurden die cDNAs durch die RT-PCR auf das Aktin-Gen überprüft und bei 
einem positiven Ergebnis anschließend auf die Expression von EBV-Genen getestet. Da die 
gleichen Primer wie bei der Analyse der EBV-Plasmid-tragenden ES-Zellen benutzt wurden, 
konnte auch hier gut zwischen DNA und cDNA unterschieden werden. Als Kontrolle für die 
Expression der EBV-Gene wurde erneut die etablierte Zell-Linie B95.8 gewählt. 
Bei dem Klon Bruce4 EBNA1 3314 A4, der mit einem Mini-EBV-Plasmid transfiziert wurde, 
exprimierten die differenzierten Zellen alle LMP1, aber anders als bei den ES-Zellen dieses 
Klons zeigte keine der beiden Fraktionen eine Expression von LMP2A. Auch die EBNA2-RT-
PCR hatte ein negatives Ergebnis. Ein möglicher Grund für das Nichtvorhandensein von positi-
ven Banden in der RT-PCR-Analyse der Zellen ist die geringe Menge an RNA, die für die 
cDNA-Synthese benutzt wurde. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass das eingesetzte 
Material nicht ausreichend war, um die mRNA der Gene detektieren zu können. 
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Abb. 4.29: Expression von EBV-Genen in differenzierten Zellen aus der ES-Zell-Linie 
Bruce4 EBNA1 3314 A4 
Die bei dem Differenzierungsansatz der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 A4 bei der FACS-Analyse 
gefunden B220+CD19+IgM+ Zellen wurde durch „Magnetic Cell Sorting“ (MACS)-Separation 
(Miltenyi Biotec) fraktioniert und aus den IgM+ bzw, IgM- Zellen die gesamtzelluläre RNA gewonnen. 
Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mit sequenzspezifischen Primern auf das Vorhandensein von 
mRNA der EBV-Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A hin untersucht. Die verwendeten Primer, die erwar-
teten Bandengrößen und die benutzen PCR-Programme sind in Abschnitt 3.2.3 zu finden. Zur Über-
prüfung der cDNA wurden die Proben auf die Expression des Aktin-Gens hin getestet. Als Expressions-
kontrolle wurden B95.8 Zellen benutzt. 
Die differenzierten Zellen des Maxi-EBV-Klons Bruce4 EBNA1 3053 P1 waren für die analy-
sierten EBV-Gene bei dieser Analyse negativ. Die ES-Zellen dieses Klons exprimieren sowohl 
LMP1 als auch LMP2A, so dass zu erwarten gewesen wäre, die mRNA dieser beiden Genpro-
dukte auch in den differenzierten Zellen zu finden. Da hier aufgrund der geringen Zellzahlen 
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass eine fehlende Expression der Gene nicht dem tat-
sächlichen Zustand entsprach, sondern nur ein Problem der Detektierbarkeit darstellte, wurde 
die cDNA mit einer anderen Methode, der Realtime-PCR, erneut auf die Expression der EBV-
Gene hin untersucht. 
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Abb. 4.30: Expression von EBV-Genen in differenzierten Zellen aus der ES-Zell-Linie 
Bruce4 EBNA1 3053 P1 
Bei dem Differenzierungsansatz der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1 bei der FACS-Analyse 
wurden B220+CD19+IgM+ Zellen gefunden und durch „Magnetic Cell Sorting“ (MACS)-Separation 
(Miltenyi Biotec) fraktioniert. Aus den IgM+ bzw, IgM- Zellen wurde die gesamtzelluläre RNA ge-
wonnen und in cDNA umgeschrieben. Mit sequenzspezifischen Primern wurde die cDNA auf das Vor-
handensein von mRNA der EBV-Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A hin untersucht. Die verwendeten 
Primer, die erwarteten Bandengrößen und die benutzen PCR-Programme sind in Abschnitt 3.2.3 zu 
finden. Zur Überprüfung der cDNA wurden die Proben auf eine Expression des Gens Aktin hin getestet. 
Als Expressionkontrolle wurden B95.8 Zellen benutzt. 
4.4.3. Realtime-PCR-Analyse der in vitro differenzierten Zellen 
Um eine größere Sensitivität der Analyse der cDNA-Proben zu erreichen, wurde wie schon bei 
der Analyse der ES-Zellen auf die Realtime-PCR zurückgegriffen. Ein großer Vorteil der Real-
time-PCR ist zudem, dass nur geringe Mengen Ausgangsmaterial eingesetzt werden müssen, 
was bei der sehr beschränkten cDNA-Menge, die zur Verfügung stand, wichtig war. 
Allen cDNA-Proben wurden erst mit Realtime-PCR auf das Gen GAPDH als endogene Kon-
trolle getestet (Bustin, 2000). Konnte dieses Gen nachgewiesen werden, wurden die Proben auf 
eine Expression der Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A hin untersucht. Eine Unterscheidung 
zwischen DNA und cDNA ist auch hier in allen Fällen möglich, und vorhandene DNA wurde 
mit für das EBV-Plasmid spezifischen Primern detektiert. Als Kontrolle wurden erneut B95.8-
Zellen herangezogen, die für alle analysierten Gene positiv sind. 
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 EBV GAPDH EBNA2 LMP1 LMP2A 
Bruce4 EBNA1 3314 A4 IgM+ + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3314 A4 IgM- + + - + - 
Bruce4 EBNA1 3053 P1 IgM+ + + - + + 
Bruce4 EBNA1 3053 P1 IgM- + + - - - 
B95.8 + + + + + 
Tab. 4.2: Zusammenfassung der Realtime-PCR-Auswertung 
Zum Nachweis der Expression der EBV-Gene EBNA2, LMP1 und LMP2A in den differenzierten Zel-
len der ES-Zell-Linien Bruce4 EBNA1 3314 A4 und Bruce4 EBNA1 3053 P1 wurde eine Realtime-
PCR-Analyse durchgeführt. Die verwendeten Primer und „LightCycler“-PCR- Programme sind in 
Abschnitt 3.2.3 angegeben. Das Design der Primer ermöglichte es, zwischen DNA, die die RNA-Prä-
paration verunreinigen kann, und cDNA zu unterscheiden. Zum Test der cDNAs wurde ein RT-PCR-
Lauf mit Primern Außerdem wurden spezielle Primer benutzt, die ein Vorhandensein von genomischer 
DNA (EBV) in den spezifisch für das „Housekeeping“-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroge-
nase (GAPDH) durchgeführt. Als Kontrolle der Expression diente die etablierte Zell-Linie B95.8. Ein 
positives Ergebnis ist durch ein + dargestellt, ein negatives durch ein -. 
Alle untersuchten Fraktionen waren für das „Housekeeping“-Gen GAPDH positiv und zeigten 
das Vorhandensein von EBV-DNA an. In keiner der getesteten cDNAs ergab sich ein Hinweis 
auf die Expression des EBNA2 Gens. In der IgM+-Fraktion des differenzierten Mini-EBV-
Klons, in der sich die reifen B-Zellen befinden, konnte durch diese Methode eine Expression 
der Gene LMP1 und LMP2A nachgewiesen werden, was auf ein Expressionsmuster der Latenz 
II hindeutet. Dieses Ergebnis stimmt mit dem Bild überein, das sich auch schon in den ES-Zel-
len dieses Klons gezeigt hat. In der IgM- Fraktion, in der alle unreifen und Nicht-B-Zellen vor-
handen sind, konnte bei der Realtime-Analyse nur die Expression des LMP1-Gens nachgewie-
sen werden. Sie ist negativ für LMP2A und EBNA2. Ein ähnliches Bild ergab sich bei dem 
Maxi-EBV-Pool Bruce4 EBNA1 3053 P1. Eine Expression von LMP2A und LMP1 konnte nur 
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in der IgM+-Fraktion gezeigt werden. Die IgM--Fraktionen exprimieren keine EBV-Gene. 
Auch hier zeigt sich das gleiche Expressionsmuster wie in den ES-Zellen des Pools Bruce4 
 EBNA1 3053 P1.50 
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5. Diskussion 
Da EBV ätiologisch eng mit verschiedenen malignen Erkrankungen des Menschen verbunden 
ist, liegt ein besonderes Interesse darin, den Einfluss des Virus auf die infizierten Zellen und 
deren Rolle in der Tumorentstehung zu verstehen. Die Forschung am Menschen ist aus offen-
sichtlichen ethischen und praktischen Gründen auf in vitro Versuche beschränkt. So stammen 
die meisten Erkenntnisse über die Funktionen viraler Proteine, die z. B. bei der B-Zell-Trans-
formation eine Rolle spielen, aus Zellkulturexperimenten. Diesen Systemen fehlen allerdings 
die Komponenten und die Komplexität eines lebenden Organismus, weswegen ein Tiermodell 
für das Epstein-Barr-Virus wünschenswert ist. 
Für das Studium der EBV-Gene bieten sich Mäuse an, da deren Immunsystem dem von Men-
schen sehr ähnlich und die Haltung der Tiere in vielen Forschungseinrichtungen standardisiert 
ist. Das Problem ist, dass das Virus ein enges Wirtsspektrum besitzt und Mauszellen nicht in-
fizieren kann. Ein alternativer Weg zu einem Mausmodell, das Aspekte der EBV-Tumorgene-
se und der Differenzierung EBV-infizierter B-Zellen abbildet, führt über die genetische Mani-
pulation von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus. Diese können aufgrund ihrer 
Pluripotenz in alle Zellen der drei Keimbahnen – Endoderm, Mesoderm, Ektoderm – differen-
zieren. Diese Eigenschaft erlaubt es, murine, embryonale Stammzellen gezielt in vitro zu ver-
schiedenen Zelltypen zu differenzieren oder durch Injektion in eine Blastozyste eine Maus aus 
ihnen zu generieren. 
In diesem Fall wurde die in vitro Differenzierung zu B-Zellen gewählt, die die natürlichen 
Wirtszellen des Virus darstellen. Ziel meiner Arbeit war es, die genetische Information des 
Epstein-Barr Virus in ES-Zellen der Maus direkt einzubringen und die Aufrechterhaltung des 
Gesamtgenoms als extrachromosomales Plasmid zu erreichen. Die rekombinanten ES-Zellen 
wurden dann in vitro zu B-Zellen differenziert, um den transformierenden Phänotyp dieses 
Virus in murinen B-Zellen zu analysieren. Ein Hauptaugenmerk liegt dabei auf der Untersu-
chung der Genexpression des Virus in den murinen Zellen. 
5.1. Etablierung und Charakterisierung EBV-positiver ES-Zellen der Maus 
Bevor das EBV-Genom in die murinen ES-Zellen eingebracht werden konnte, musste zuerst 
die Frage beantwortet werden, ob eine Aufrechterhaltung des Episoms gewährleistet werden 
konnte. Die Aufrechterhaltung des EBV-Genoms ist dabei von zwei Bedingungen abhängig: 
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einmal von der Selektionierbarkeit der eingebrachten Plasmide und zum anderen von der Ex-
pression des EBNA1-Proteins in den Zellen. 
Die Proliferation von murinen ES-Zellen ist von einer Zellschicht embryonaler Fibroblasten 
(EF-Zellen) abhängig, die die Zellen mit zusätzlichen Faktoren versorgt. Die in dieser Arbeit 
benutzten EF-Zellen tragen ein chromosomal integriertes G418-Resistenzgen, was diese Zel-
len resistent gegen das Antibiotikum G418 macht. Aus diesem Grund wurden die EBV-Plas-
mide, die in die ES-Zellen eingebracht wurden, mit einem G418-Resistenzgen versehen, um 
die transfizierten ES-Zellen unter diesen Bedingungen selektionieren zu können. 
Die beiden Maxi-EBV-Plasmide p3053 und p3298 enthielten das Resistenzgen bereits in 
ihrem Rückgrat, während es in das Mini-EBV-Plasmid noch eingeführt werden musste. Das 
Mini-EBV-Plasmid p2801 enthält nur eine Chloramphenicolresistenz zur Selektion der Plas-
mide in E.coli. Das so entstandene Konstrukt wird als p3314 bezeichnet. Damit war die erste 
Voraussetzung erfüllt und die transfizierten Zellen konnte mit G418 selektioniert werden, um 
die verschiedenen EBV-Plasmide aufrechtzuerhalten. 
Es ist schon lange bekannt, dass das virale Protein EBNA1 für die Replikation und Aufrecht-
erhaltung des episomalen EBV-Genoms essentiell ist. Es bindet den viralen Replikationsur-
sprung oriP (Kieff und Rickinson, 2001) und vermittelt die korrekte Replikation und Segre-
gation der Episome während der Zellteilung (Aiyar et al., 1998, Yates et al., 1985). Zur episo-
malen Aufrechterhaltung von EBV im Zellkern von humanen Zellen sind zwei virale Ele-
mente notwendig, der plasmidale Replikationsursprung oriP und das EBV-Protein EBNA1 
(Yates et al., 1984, Wendelburg et al., 1998). Diese Fähigkeit der beiden Elemente führte zur 
Entwicklung oriP/EBNA1-basierter Vektoren, die erfolgreich in vitro und in vivo in humanen 
Zellen eingesetzt wurden (Margolskee et al., 1988, Mazda et al., 1997, Nakanishi et al., 2003). 
Da nicht vorausgesetzt werden konnte, dass EBNA1 nach Einbringen des viralen Episoms in 
ausreichender Menge von den viralen Promotoren exprimiert werden würde, wurde das 
EBNA1-Gen chromosomal in murine ES-Zellen integriert. Das EBNA1-Gen wurde stabil in 
den Rosa26-Lokus der ES-Zellen integriert. So konnten eine konstitutive Expression des Gens 
unter Kontrolle des Rosa26-Promotors in den murinen Zellen erreicht werden. 
Der Rosa26-Lokus wurde gewählt, da er ubiquitär in nahezu allen Geweben der Maus expri-
miert wird, insbesondere auch in den hämatolymphoiden Zellen (Zambrowicz et al., 1997). 
Darüber hinaus führt die Inaktivierung der Rosa26-Transkripte zu keinem offensichtlich ver-
änderten Phänotyp, und homozygot transgene Tiere zeigen keinerlei Auffälligkeiten (Soriano 
et al., 1999). 
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Die Expression von EBNA1 in den ES-Zellen wurde mit einer Westernblot-Analyse unter-
sucht. Alle vier analysierten Klone exprimierten EBNA1 und zeigten keinen offensichtlichen 
Phänotyp im Vergleich zu EBNA1-negativen ES-Zellen. Damit war auch die zweite Voraus-
setzung erfüllt, die generell zur Aufrechterhaltung des EBV-Genoms in Zellen nötig ist. 
Die erste wichtige Frage war nun, ob das EBV-Genom in murinen ES-Zellen episomal auf-
rechterhalten wird. Eine Aufrechterhaltung in humanen ES-Zellen konnte bereits gezeigt wer-
den. So wiesen Ren et al. nach, dass in humanen ES-Zellen, die EBNA1 stabil exprimierten, 
oriP-enthaltende Vektoren erfolgreich eingebracht und unter Selektion über Monaten hinweg 
aufrechterhalten werden konnten (Ren et al., 2006). Ohne Selektion kam es zu einem allmäh-
lichen Verlust des Plasmids mit einer Rate von 2 – 4 % pro Zellteilung. Die Expression von 
EBNA1 hatte keinerlei Einfluss auf die Eigenschaften der humanen ES-Zellen und deren 
Differenzierung zu embryoiden Körpern und Teratomen. 
Aus diesen Ergebnissen kann allerdings nicht auf murine ES-Zellen rückgeschlossen werden. 
So wird die Aufrechterhaltung von oriP/EBNA1-basierten Vektoren in Nagerzellen noch kon-
trovers diskutiert. Yates et al. entwickelten einen EBV-basierten Vektor und zeigten, dass die-
ser in Primatenzellen, nicht aber in Nagerzellen repliziert (Yates et al., 1985). Auch Krysan et 
al. fanden keine Replikation von EBV-basierten Vektoren in Nagerzellen (Krysan und Calos, 
1993). 
In den letzten Jahren mehrten sich die Berichte, dass eine Aufrechterhaltung episomaler, 
EBV-basierter Plasmide in Nagerzellen möglich ist. So konnten Krysan und Calos zeigen, 
dass die Vergrößerung EBV-basierter Vektoren durch Fragmente humaner DNA, diese DNA 
in Nagerzellen stabilisiert (Krysan und Calos, 1993). Auch replizierten solche oriP-Plasmide 
als extrachromosomale Plasmide einmal pro Zellteilung, wie es auch für EBV in humanen 
Zellen gezeigt wurde. Mehrere, andere Forschergruppen haben auch berichtet, dass oriP/ 
EBNA1-basierte Vektoren, die große Fragmente humaner DNA tragen, erfolgreich in 
Nagerzellen aufrechterhalten werden können (Black und Vos, 2002, Huertas et al., 2000). 
Diesen Berichten widerspricht die Publikation von Kelleher et al., in der gezeigt werden kon-
nte, dass EBV-Plasmide ohne humane DNA mit Hygromycinresistenz sowohl in murinen A9 
Fibroblasten als auch in A9(20) Fibroblasten, die eine humanes Chromosom 20 mit G418-Re-
sistenz tragen, extrachromosomal aufrechterhalten werden können (Kelleher et al., 1998). Bei 
den A9(20)-Zellen konnte nur ein einziger Hygromycin-resistenter Klon gefunden werden, 
wohin gegen A9-Zellen eine ganze Reihe von resistenten Klonen hervorbrachten. Ein anderer 
EBV-basierter Vektor ohne humane DNA-Fragmente wurde von Mizuguchi et al. entwickelt 
5. Diskussion  94 
(Mizuguchi et al., 2000). Die Forscher konnten zeigen, dass das Plasmid in murinen Fibro-
blasten (L-Zellen) sowie L6- bzw. C6-Zellen aus Ratten unter Selektion aufrechterhalten 
werden konnte. Sie konnten ebenfalls eine Replikation der Plasmide in den Zellen nach zwei 
Monaten in Kultur nachweisen. 
Meine Arbeit bestätigt diese Befunde und ergänzt sie durch murine ES-Zellen. Wir konnten 
zeigen, dass eine episomale Aufrechterhaltung des EBV-Genoms in murinen Zellen möglich 
ist, sofern EBNA1 in ausreichender Menge exprimiert wird. Die beiden Maxi-EBV-Plasmide 
p3053 und p3298 sowie das Mini-EBV-Plasmid p3314 wurden in die EBNA1-positiven ES-
Zellen eingebracht und ihr episomaler Status untersucht. Die extrachromosomale Aufrechter-
haltung der Plasmide unter G418-Selektion konnte durch Gardella-Gele und eine „plasmid 
rescue“-Analyse bestätigt werden. Das positive Ergebnis stimmt mit dem von Kelleher et al. 
überein und zeigt, dass in solchen Zellen, die EBNA1 konstitutiv exprimieren, das EBV-Ge-
nom in murinen Zellen in extrachromosomaler Weise aufrechterhalten wird (Kelleher et al., 
1998). 
In Versuchen, bei denen die Maxi-EBV-Plasmide bzw. das Mini-EBV-Plasmid in murine ES-
Zellen ohne integriertes EBNA1 eingebracht wurden, konnte ich keine G418-resistenten Klo-
ne isolieren (Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf hin, dass das Expressionsniveau von 
EBNA1 in diesem Fall nicht ausreichend ist, um eine episomale Aufrechterhaltung zu ge-
währleisten. Dies stimmt mit den Daten von Humme et al. überein. Sie konnten zeigen, dass 
ein EBNA1-defizientes Virus nicht in der Lage ist, eine episomale Aufrechterhaltung des Ge-
noms in humanen B-Zellen zu gewährleisten (Humme et al., 2003). Die Bildung von LCLs 
war um den Faktor 10 000 ineffizienter als mit Wildtyp-Virus, wobei in den entstandenen 
Zell-Linien das virale Genom komplett chromosomal integrierte. Eine zufällige Integration 
der EBV-Plasmide bzw. nur des Resistenzgens ist offensichtlich ein seltenes Ereignis, das ich 
in meinen Versuchen nicht beobachten konnte. 
Desweiteren konnten wir zeigen, dass die Aufrechterhaltung des EBV-Episoms in unserem 
System nicht von der Selektion abhängig war. So konnte ich auch nach drei Wochen Kultur 
ohne Selektion Plasmide erfolgreich aus den ES-Zellen isolieren und mit einer „plasmid res-
cue“-Analyse detektieren. Dieses Ergebnis ist für die spätere Differenzierung der ES-Zellen 
zu B-Zellen von Bedeutung, da diese Differenzierung in einem Zeitraum von drei Wochen 
stattfindet und eine Selektion der EBV-positiven Zellen währenddessen nicht möglich ist. 
Nachdem ich die extrachromosomale Aufrechterhaltung der EBV-Plasmide in den murinen 
ES-Zellen bestätigen konnte, wurden die ES-Zell-Linien auf die Expression von EBV-Genen 
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hin untersucht. Bei einer Westernblot-Analyse konnte weder die Expression von LMP1 noch 
die von EBNA2 nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine schwache oder fehlende Expres-
sion der beiden Gene hin. Aus diesem Grund wurde anschließend mit einer sensitiveren Me-
thode, der RT-PCR, die Genexpression analysiert. Die ES-Zellen, die das Mini-EBV-Plasmid 
p3314 bzw. das Maxi-EBV-Plasmid p3053 tragen, zeigten beide sowohl eine Expression von 
LMP1 als auch von LMP2A. EBNA2 konnte in diesen Versuchen nicht nachgewiesen wer-
den. Als negative Kontrolle diente die ES-Zell-Linie mit dem Plasmid p3298, da es durch die 
Invertierung eines großen Bereichs dieses Konstruktes zu einer Unterbrechung der latenten 
Genexpression kommt. Wie zu erwarten war, konnte bei p3298-positiven Zellen keines der 
drei untersuchten Gene nachgewiesen werden. 
Bei einer anschließenden Analyse der ES-Zell-Linien mit Realtime-PCR konnte zwar die Ex-
pression der Gene LMP1 und LMP2A bestätigt werden, aber auch hier wurde keine Expres-
sion von EBNA2 gefunden. Dieses in den verschiedenen ES-Zell-Linien gefundene Expres-
sionsmuster deutet auf eine Lantenz II hin, bei der neben EBNA1 auch LMP1, LMP2A und 
die EBER RNAs exprimiert werden. In meinem Fall konnte die virale Expression von 
EBNA1 nicht untersucht werden, da das Gen stabil in den Rosa26-Lokus integriert wurde und 
unter der Kontrolle des Rosa26-Promotors steht. 
Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden von Haan et al. überein, der in murinen B-Zell-Li-
nien ebenfalls eine Latenz II nachweisen konnte (Haan et al., 2001), wohingegen andere For-
scher nur eine EBNA1-Expression zeigen konnten (Ahearn et al., 1988, Kearns-Jonkers et al., 
1997). Allerdings ist bei den Letztgenannten zu beachten, dass die Effizienz, mit der die 
murinen, transgenen Zellen infiziert wurden, sehr niedrig ist und die Expression nur mit 
Immunofluoreszenz nachgewiesen wurde. Eine schwache Expression anderer Gene konnte so 
eventuell nicht detektiert werden. Zudem ist diese Technik sehr anfällig für falsch positive 
Ergebnisse. 
Da keine EBNA2-Expression in den ES-Zellen mit p3053 und p3314 detektierbar war, wurde 
die Aktivität der EBNA-spezifischen Promotoren in diesen Zellen untersucht. Die Transkrip-
tion der EBNA-Gene wird in Form langer Primärtranskripte von den Promotoren Cp bzw. Wp 
aus initiiert. Durch alternatives Spleißen und 3´-Prozessierung entstehen die mRNAs, die für 
die unterschiedlichen EBNA-Proteine kodieren (Kerr et al., 1992). Bei der RT-PCR-Analyse 
der Promotoren zeigte sich, dass von den vorhergesagten Bandenmuster bei beiden EBV-
positiven ES-Zell-Linien nur jeweils die beiden kleinsten Fragmente (312 bp, 510 bp bei Cp 
und 110 bp, 308 bp bei Wp) detektiert werden konnten. Die größeren, erwarteten Fragmente 
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fehlten. Zusätzlich waren aber weitere Banden zu erkennen, die dem Bandenmuster der 
Positivkontrolle B95.8 nicht zugeordnet werden konnten. 
Da die zusätzlichen Banden nicht durch eine Optimierung des RT-PCR-Protokolls reduziert 
werden konnten, wurde angenommen, dass es sich um eine spezifische Primerbindung handelt 
und zusätzliche, unerwartete Transkripte in den Zellen vorliegen. Eine Sequenzanalyse der 
isolierten Banden ergab, dass neben zwei korrekt gespleißten Fragmenten zusätzliche Frag-
mente vorhanden waren, bei denen das Spleißen nicht erfolgreich durchgeführt worden war. 
Sie beinhalteten z. B. das Intron zwischen den Exons W1 und W2, das normalerweise nicht in 
der mRNA vorkommt. Da sowohl in den Mini-EBV-enthaltenden ES-Zellen, als auch in den 
Maxi-EBV-positiven ES-Zellen diese zusätzlichen Banden auftraten, liegt die Vermutung 
nahe, dass bei der Transkription der EBNA-Gene die Prozessierung der mRNA gestört ist. 
Dies könnte auf Unterschiede in der mRNA-Prozessierung der EBV-Gene in den beiden Spe-
zies Mensch und Maus hindeuten. Aber auch Abweichungen des Spleißmusters zwischen ver-
schiedenen Zellarten (B-Zellen und ES-Zellen) könnten die Ursachen sein. So konnten Le-
mischka et al mit einer Kombination aus computergestützter und experimenteller Analyse 
zeigen, dass Gene, die in hämatopoetischen und embryonalen Stammzellen exprimiert wer-
den, einem alternativen Spleißprozess unterliegen (Lemischka et al., 2006). Dabei ist die Fre-
quenz des alternativen Spleißens in Gewebe-spezifischen Genen höher als in ubiquitär 
exprimierten. Eine allgemeine Konservierung des alternativen Spleißens in orthologen Genen 
zwischen Mensch und Maus konnte nicht nachgewiesen werden. Andere Forscher fanden 
dagegen, dass 74 % der konstitutiven, humanen Spleißstellen und 61 % der alternativen, 
humanen Spleißstellen in Mäusen konserviert sind und somit ein hoher Konservierungsgrad 
des alternativen Spleißens vorliegt (Thanaraj et al., 2003). Eine genauere Untersuchung der 
Transkripte in den murinen ES-Zellen, zusammen mit einer Analyse der Transkripte in den in 
vitro differenzierten B-Zellen, ist nötig, um die genauen Ursachen für die Probleme bei der 
mRNA-Prozessierung zu finden. 
Daten anderer Gruppen könnten auf ein Spleißproblem hinweisen, dessen Ursache in dem 
Unterschied der mRNA-Prozessierung zwischen den Spezies Mensch und Maus liegt. So 
konnten Haan et al. zwar in den murinen B-Zellen (M12) nach einer Infektion mit EBV keine 
Expression von EBNA2 und den EBNA3s nachweisen, aber eine Expression von EBNA1 
(Haan et al., 2001). Allerdings ist nicht untersucht worden, welche Promotoren in den M12-
Zellen aktiv sind. Ebenso wurde bei weiteren Versuchen mit transgenen, murinen Zellen, die 
mit EBV infiziert wurden, eine Expression von EBNA1 gefunden, aber auch hier wurde nicht 
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analysiert, welche der Promotoren aktiv waren (Ahearn et al., 1988, Kearns-Jonkers et al., 
1997). 
Keine Forschergruppe konnte bisher eine Expression von EBNA2 oder EBNA3 in murinen 
Zellen zeigen. In allen untersuchten, EBV-positiven, murinen Zellen liegt eine Latenz I oder 
II vor (Haan et al., 2001, Ahearn et al., 1988, Kearns-Jonkers et al., 1997). In diesen Latenz-
stadien wird EBNA1 hauptsächlich von dem Promotor Qp und nicht von den Promotoren Wp 
bzw. Cp aus exprimiert. Eine Analyse der Qp-Aktivität in den EBV-positiven ES-Zellen 
konnte ich nicht durchführen, da EBNA1 in den Zellen chromosomal integriert ist. Die Ex-
pression von EBNA1 führt zur Unterdrückung der Qp-Aktivität (Tao et al., 1998). Da der Pro-
zess dosisabhängig ist (Tsai et al., 1995), kann bei einer Überexpression des Proteins das 
Aktivitätsniveau des Promotors unter ein messbares Niveau fallen. Eine physiologische 
Expression von endogenem EBNA1 unterdrückt Qp dagegen nur moderat (Schaefer et al., 
1997). 
5.2. In vitro B-Zell-Differenzierung EBV-positiver ES-Zellen 
Neben der Charakterisierung EBV-positiver ES-Zellen wurden diese auch in vitro zu B-Zellen 
differenziert. Sowohl Maxi-EBV- als auch Mini-EBV-tragende ES-Zellen konnten in dem 
Differenzierungsassay zu reifen B-Zellen differenziert werden. Dabei wurden undifferenzierte 
ES-Zellen auf einer Zellschicht aus OP9-Zellen kultiviert. Im Gegensatz zu dem normalen 
Kulturmedium für ES-Zellen enthält das Differenzierungsmedium kein LIF, da dieses Cytokin 
einer Differenzierung entgegenwirken würde. 
Die morphologischen Veränderungen der ES-Zellen während des Differenzierungsprozesses 
sind bemerkenswert. Initial beginnen die Kolonien der ES-Zellen in Einzelzellen zu zerfallen. 
Es bilden sich neben mesodermalen Geweben auch Vorläuferzellen mit hämatopoetischem 
Potential aus, deren Bildung durch die Zugabe des Zytokins FLT3L unterstützt wird. Die Vor-
läuferzellen wandern unter die OP9-Zellschicht und bilden so genannte „cobblestones“ aus 
(engl. für Kopfsteinpflaster). Die unreifen B-Zellen, die sich aus diesen Strukturen entwik-
keln, reifen im Überstand des Differenzierungsassays zu reifen B-Zellen heran. Diese Zellen 
sind durch die Oberflächenmarker CD19, B220, IgM und IgD gekennzeichnet. 
Neben den EBV-Plasmid tragenden Zellen wurden auch die Ursprungszell-Linie Bruce4 
EBNA1 C1 und die ES-Zell-Linie EB5 erfolgreich differenziert. Alle eingesetzten Zell-Linien 
konnten zu reifen B-Zellen differenziert werden, was durch eine FACS-Analyse gezeigt wer-
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den konnte. Es zeigten sich keine auffälligen Unterschiede im zeitlichen Ablauf oder der phä-
notypische Ausprägung der Differenzierung zwischen den verschiedenen ES-Zell-Linien. 
Die Reproduzierbarkeit der Differenzierungsansätze war allerdings unbefriedigend, da nicht 
alle Klone einer bestimmten ES-Zell-Linie erfolgreich differenziert werden konnten. Von der 
ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 konnte z. B. nur Klon A4 zu reifen B-Zellen differenziert 
werden. Dies deckt sich mit Erfahrungen anderer Gruppen, die sich mit der ES-Zell-Differen-
zierung beschäftigen. Diese haben ebenfalls beobachtet, dass nicht jeder ES-Zell-Klon die Fä-
higkeit hat, zu B-Zellen zu differenzieren. Nur etwa zwei aus zehn Klonen können zu reifen 
B-Zellen differenziert werden (T. Schröder, persönliche Kommunikation), wobei die Ursa-
chen für das unterschiedliche Verhalten der Klone nicht bekannt sind. Ein wichtiger Parame-
ter, um ES-Zellen erfolgreich zu B-Zellen zu differenzieren, ist sicherlich der Zustand der ver-
wendeten Zellen. Eine nicht optimale Kultur der ES-Zellen kann zu einer Selektion von sehr 
gut proliferierenden Zellen führen, die aber die Fähigkeit verloren haben, zu verschiedenen 
Geweben zu differenzieren. Diese behalten einen undifferenzierten Phänotyp auch in Abwe-
senheit von LIF im Medium bei. 
Generell wird die Differenzierung von vielen Parametern beeinflusst, die nur bedingt bekannt 
sind und verändert werden können. Dazu gehören die Variabilität der OP9-Kultur, die Zusam-
mensetzung des Differenzierungsmediums, der zeitliche Ablauf der Experimente sowie die 
Entwicklung bestimmter Zelltypen in einem Differenzierungsansatz 
Die Kultur der OP9-Stromazellen beeinflusst den Differenzierungsassay. Diese Zellen haben 
neben der Fähigkeit die Differenzierung von murinen ES-Zellen zu unterstützen auch die Ei-
genschaft zu Adipozyten zu differenzieren, was durch die Entstehung von Fett-Tröpfchen in 
den Zellen charakterisiert ist (Wolins et al., 2006). Diese Zellen unterstützen eine Differen-
zierung der ES-Zellen nicht mehr, so dass der Prozentsatz fetthaltiger OP9-Zellen 10 % nicht 
überschreiten sollte (C. Hömig, persönliche Kommunikation). Allerdings können sich die 
OP9-Zellen unter bestimmten Kulturbedingungen auch zu einem schnell wachsenden, Fibro-
blasten-ähnlichen Phänotyp hin verändern. Auch dieser Zelltyp behindert die Differenzierung 
von ES-Zellen (T. Schröder, persönliche Kommunikation). 
Neben den eingesetzten Zellen ist auch die Zusammensetzung des Differenzierungsmediums 
entscheidend. Das Medium enthält z. B. 10 % FCS. Empirische Versuche haben gezeigt, dass 
nicht alle Seren in dem Differenzierungsassay eingesetzt werden können, da sich deutliche 
Unterschiede bei der Effizienz der Differenzierung gezeigt haben. Dies könnte auf unter-
schiedliche Konzentrationen der im Serum vorhandenen Wachstumsfaktoren hindeuten. 
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Auch der zeitliche Ablauf des Experiments beeinflusst die Entwicklung der B-Zellen. So ent-
wickeln sich z. B. zwischen Tag 5 und Tag 8 des Differenzierungsansatzes Vorläuferzellen 
mit hämatopoetischem Potential, die sich für eine kurze Zeitspanne im Überstand des Me-
diums befinden. In diesem Zeitfenster müssen die Zellen auf eine neue OP9-Zellschicht über-
führt werden, um sich dort unter der Zellschicht einnisten zu können. Im Überstand befinden 
sich neben diesen Vorläuferzellen noch weitere Zelltypen, die nicht zu B-Zellen differenzie-
ren und phänotypisch nicht von den Vorläuferzellen zu unterscheiden sind. Erfolgt das Um-
setzen der im Überstand befindlichen Zellen zu früh, haften die Vorläuferzellen noch an der 
OP9-Zellschicht, erfolgt es zu spät, sind die Vorläufer schon dabei unter die Zellschicht zu 
wandern. In beiden Fällen werden die für die Differenzierung benötigten Zellen nicht in die 
neue Zellkulturschale transferiert. 
Erschwerend kommt hinzu, dass in einer Kultur von ES-Zellen neben undifferenzierten Zellen 
auch immer ein gewisser Prozentsatz bereits differenzierter Zellen vorhanden ist. An Tag 0 
der Differenzierung befinden sich die ES-Zellen also nicht alle im undifferenzierten Zustand, 
was dazu führt, dass die Entwicklung zu hämatopoitischen Vorläuferzellen zeitlich leicht un-
terschiedlich abläuft. Dies erschwert die Definition des günstigsten Transferszeitpunkts in ei-
ne neue Zellkulturschale erheblich. 
Auch die Entwicklung anderer, z. B. mesodermaler, gewebeartige Zellverbände aus den ES-
Zellen beeinflusst die Differenzierung zu B-Zellen entscheidend. Diese mesodermalen Zellen 
verdrängen durch starke Proliferation die OP9-Zellschicht, die für die Bildung von „cobble-
stones“ essentiell ist, und überwachsen sogar schon gebildete „cobblestones“, wodurch die 
Differenzierung zu B-Zellen ebenfalls negativ beeinflusst wird. Zwar sollten mit dem Über-
führen der im Überstand befindlichen Zellen an Tag 8 der Differenzierung mesodermale Ge-
webe und undifferenzierte ES-Zell-Kolonien abgetrennt werden, aber es ist nicht immer zu 
verhindern, dass Teile dieser Zellverbände mit in die neue Zellkulturschale transferiert wer-
den und durch ihr Wachstum große Bereiche einnehmen. 
Ein weiteres Problem sind die geringen B-Zell-Zahlen, die aus den Differenzierungsansätzen 
gewonnen werden können, was die anschließende Analyse des Zellen erheblich erschwert. 
Von den analysierten Zellen besteht nur ein kleiner Prozentsatz aus reifen B-Zellen (1 % - 6 
%, vgl. Abschnitt 4.4.1). Um gezielt diese in vitro differenzierten B-Zellen zu untersuchen, 
mussten sie von den restlichen Zellen getrennt werden. Dazu wurden die Zellen mit dem 
„Magnetic Cell Sorting“ (MACS)-System fraktioniert und die Genexpression der IgM+ bzw. 
der IgM--Fraktion untersucht. Dabei gehen verfahrensbedingt nochmals Zellen verloren. 
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Aufgrund all dieser technischen Probleme konnte nur eine beschränkte Anzahl von Analysen 
durchgeführt werden. Die Untersuchung der Genexpression von EBV-Genen mit RT-PCR 
bzw. Realtime-PCR ergab, dass sowohl IgM+-Zellen mit dem Mini-EBV- als auch mit dem 
Maxi-EBV-Plasmid eine Expression der Gene LMP1 und LMP2A zeigten. Eine Expression 
von EBNA2 konnte auch hier nicht nachgewiesen werden. Dieses Expressionsmuster ent-
spricht dem der in die Differenzierung eingesetzten ES-Zellen. Der Übergang von undifferen-
zierten ES-Zellen zu differenzierten B-Zellen ändert das Expressionsmuster der drei Gene in 
den Zellen nicht. So scheint bei der Genexpression von EBV der Unterschied Mensch-Maus 
mehr ins Gewicht zu fallen als die Unterschiede zwischen B-Zellen und ES-Zellen. 
Ein weiterer Grund, warum keine EBNA2-positiven B-Zellen detektiert wurden, könnte in 
einer möglichen Interferenz von EBNA2 mit dem Notch-Signaling in der B-Zell-Entwicklung 
liegen. EBNA2 kann als biologisches Äquivalent zu einem aktivierten Notch-Rezeptor fun-
gieren (Zimber-Strobl et al., 2001). Von Notch1 ist bekannt, dass eine Expression in hämato-
poetischen Vorläuferzellen die frühe B-Zell-Entwicklung blockiert (Pui et al., 1999). Es be-
steht die Möglichkeit, dass es während der in vitro Differenzierung zu einer negativen 
Selektion EBNA2-positiver Zellen kommt. 
Eine Untersuchung der Promotoren-Aktivität in den in vitro differenzierten Zellen war auf-
grund des geringen Analysematerials nicht möglich, doch lässt die Untersuchung der mRNA-
Transkripte in den ES-Zellen den Schluß zu, dass es bei der Expression der EBNAs in den 
murinen Zellen zu einer grundlegenden Störung der mRNA-Prozessierung kommt. Dies wirkt 
sich vermutlich unabhängig von dem Zelltyp auf die Expression der EBNA-Gene von den 
Promotoren Cp und Wp aus aus. Auch eine Steigerung der Effizienz des Differenzierungs-
assays, die zu einer größeren Anzahl reifer B-Zellen in den Ansätzen führen würde, dürfte 
dieses Problem nicht lösen. 
Durch das Fehlen des EBNA2-Genprodukts liegt in den murinen B-Zellen ein Expressions-
muster vor, das Latenz II genannt wird. Es ist durch die Expression der Gene EBNA1, LMP1 
und LMP2 sowie der EBER-Transkripte charakterisiert und wird in Zellen von Hodgkin-
Lymphomen und undifferenzierten Nasopharynxkarzinomen gefunden. EBNA2 ist für die 
Wachstumstransformation von primären, humanen B-Zellen essentiell und ohne dieses Gen-
produkt entstehen in vitro keine LCLs (Kieff und Rickinson, 2001, Cohen et al., 1989, 
Hammerschmidt und Sugden, 1989). Das bedeutet, dass aus den in vitro differenzierten, mu-
rinen B-Zellen keine LCLs auswachsen werden, was die Möglichkeit einschränkt diese Zellen 
als Modellsystem für EBV zu verwenden. Die Lebensdauer der reifen B-Zellen in dem Diffe-
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renzierungsansatz ist sehr kurz und eine Proliferation dieser Zellen findet in vitro nicht statt. 
Damit ist das durch die in vitro Differenzierung gewonnene Material stark limitiert, was eine 
weitergehende Untersuchung der naiven oder reifen, EBV-positiven B-Zellen nahezu un-
möglich macht. 
Um eine Bestätigung des Expressionsmusters von EBV in den murinen B-Zellen zu erhalten, 
wurde versucht, primäre, murine B-Zellen, die aus der Milz von Mäusen isoliert wurden, mit 
EBV-Plasmiden zu transfizieren (Daten nicht gezeigt). Da die Effizienz, mit der DNA in pri-
märe B-Zellen elektroporiert werden kann, äußerst gering ist (W. Hammerschmidt, persön-
liche Kommunikation), wurde das Nukleofektionssystem von Amaxa Biosystems angewen-
det, das bei humanen, primären B-Zellen die Effizienz der Transfektion erheblich steigert (C. 
Mancao, persönliche Kommunikation). Das Nukleofektionssystem ist eine Kombination aus 
Elektroporation und einer Zelltyp-spezifischen Nukleofektionslösung. Da für primäre B-Zel-
len der Maus kein geeignetes System zur Verfügung stand, wurden die Systeme für primäre, 
humane B-Zellen bzw. für primäre T-Zellen der Maus verwendet. Mit dem für humane B-
Zellen optimierten System konnten mit einem GFP-Kontrollplasmid (Größe 3,4 kB) keine 
erfolgreich transfizierten Zellen detektiert werden. 
Bei dem System, das auf primäre, murine T-Zellen abgestimmt ist, konnten zwar mit einem 
GFP-Kontrollplasmid erfolgreich transfizierte Zellen nachgewiesen werden, aber die Effi-
zienz war nicht ausreichend, um mit den Maxi-EBV-Plasmiden p2089 und p3053 erfolgreich 
zu sein. Eine Steigerung der Effizienz konnte weder durch eine Anpassung des Protokolls 
noch durch Verwendung einer unterstützenden Feeder-Zellschicht erreicht werden. So konn-
ten auch keine Analysen der Genexpression EBV-positiver Zellen durchgeführt werden. Nach 
Auskunft von Amaxa Biosystems ist eine Effizienzsteigerung mit dem auf dem Markt befind-
lichen Systemen nicht möglich, da die Systeme sehr spezifisch auf die angegebenen Zelltypen 
abgestimmt sind. Ein für primäre B-Zellen der Maus optimiertes System ist in Vorbereitung, 
wird aber frühestens im Jahr 2007 auf den Markt kommen. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 
Das Epstein-Barr Virus (EBV) steht in engem Zusammenhang mit einer Reihe lympho-
proliferativer Erkrankungen, wie Hodgkin-Lymphomen, Burkitt-Lymphomen und Nasopha-
rynxkarzinomen. Neben der Transformation primärer, humaner B-Lymphozyten, einem 
wertvollen in vitro Modellsystem, wäre es wünschenswert ein in vivo Modellsystem nutzen zu 
können, da der Beitrag der EBV-Gene zur Tumorentwicklung nur sehr eingeschränkt in vitro 
bearbeitet werden kann. Ein adäquates Tiermodell für EBV ist nicht existent. Ein möglicher 
Weg zur Entwicklung eines Mausmodells für EBV-assoziierte Tumoren und Veränderungen 
der B-Zell-Differenzierung durch EBV führt über die genetische Manipulation von 
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus. 
Ziel meiner Arbeit war es, die genetische Information des Epstein-Barr Virus in ES-Zellen der 
Maus direkt einzubringen und die Aufrechterhaltung des Gesamtgenoms zu etablieren. Die 
rekombinanten ES-Zellen sollten anschließend in vitro zu B-Zellen differenziert werden, um 
den transformierenden Phänotyp dieses Virus in murinen B-Zellen analysieren zu können. 
Neben der Untersuchung der Genexpression des Virus in den murinen Zellen, lag dabei ein 
Hauptaugenmerk auf der Aktivität der viralen Promotoren. 
Um eine extrachromosomale Aufrechterhaltung der EBV-Plasmide in den murinen Zellen zu 
gewährleisten, musste neben der Selektionierbarkeit der Plasmide die Expression des 
EBNA1-Gens sichergestellt werden. Es ist für die Replikation und Aufrechterhaltung des 
episomalen EBV-Genoms wichtig und vermittelt die korrekte Segregation der Episome 
während der Zellteilung (Kieff und Rickinson, 2001). Dazu wurde, falls noch nicht vorhan-
den, in alle verwendeten Plasmide eine G418-Resistenztkassette eingebaut. Außerdem wurde 
in das Genom der murinen ES-Zellen eine EBNA1-Expressionskassette in den Rosa26-Lokus 
integriert. Der Lokus wird ubiquitär in nahezu allen Geweben der Maus exprimiert und die 
Inaktivierung der ROSA26-Transkripte führt zu keinem offensichtlich veränderten Phänotyp 
(Zambrowicz et al., 1997, Soriano et al., 1999). Alle getesteten ES-Zell-Linien exprimierten 
EBNA1 und zeigten keinerlei Auffälligkeiten im Vergleich zu EBNA1-negativen ES-Zellen. 
Nachdem die beiden Maxi-EBV-Plasmide p3053 und p3298 sowie das Mini-EBV-Plasmid 
p3314 in die EBNA1-positiven ES-Zellen eingebracht waren, wurde die episomale 
Aufrechterhaltung der Plasmide analysiert. Die Zellen wurden mit einer „plasmid rescue“-
Analyse und Gardella-Gelen untersucht und die episomale Aufrechterhaltung der EBV-
Plasmide konnte bestätigt werden. Auch nach drei Wochen Kultur ohne Selektion konnten 
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Plasmide erfolgreich aus den ES-Zellen isoliert und mit einer „plasmid rescue“-Analyse 
detektiert werden. Dieses Ergebnis ist für die spätere Differenzierung der ES-Zellen zu B-
Zellen wichtig, da die Differenzierung drei Wochen dauert und während dessen keine 
Selektion möglich ist. In ES-Zellen, in die keine EBNA1-Expressionskassette integriert 
wurde, konnten die EBV-Plasmide nicht erfolgreich eingebracht werden. Dies weist darauf 
hin, dass das Expressionsniveau von EBNA1 in diesem Fall nicht ausreichend ist, um eine 
episomale Aufrechterhaltung zu gewährleisten. 
Eine Analyse der Genexpression EBV-positiver ES-Zell-Klone mit RT-PCR und Realtime-
PCR zeigte, dass mindestens zwei EBV-Gene, LMP1 und LMP2A, in den Zellen exprimiert 
wurden. Eine Expression von EBNA2 konnte nicht gezeigt werden. Dieser Phänotyp 
entspricht einem Expressionsmuster, das als Latenz II bezeichnet wird und charakteristisch 
für bestimmte EBV-assozierte Erkrankungen wie dem Hodgkin-Lymphom ist. Da keine 
Expression von EBNA2 nachgewiesen werden konnte, wurde die Aktivität der EBNA-
spezifischen Promotoren in den ES-Zellen untersucht. Es zeigte sich, dass bei der EBNA-
Transkription die Prozessierung der mRNA gestört ist und in den Zellen das Spleißen der 
Primärtranskripte nicht erfolgreich durchgeführt worden war. Mögliche Gründe hierfür 
können in der unterschiedlichen mRNA-Prozessierung der EBV-Gene in den beiden Spezies 
Mensch und Maus liegen, aber auch der Einfluß eines für den Virus ungewöhnlichen Zelltyps 
(ES-Zellen) auf das Spleißen kann nicht ausgeschlossen werden. 
Neben der Charakterisierung EBV-positiver ES-Zellen wurden diese auch in vitro zu B-Zellen 
differenziert. Sowohl Maxi-EBV- als auch Mini-EBV-enthaltenden ES-Zellen konnten in dem 
Differenzierungsassay zu reifen B-Zellen differenziert werden. Eine anschließende Analyse 
der Genexpression mit RT-PCR und Realtime-PCR zeigte auch hier eine Expression von 
LMP1 und LMP2A, wohin gegen EBNA2 in den B-Zellen nicht vorhanden war. Ebenso wie 
bei den murinen ES-Zellen liegt eine Latenz II in den in vitro differenzierten B-Zellen vor. 
Zusammen mit einer unzulänglichen Reproduzierbarkeit der Versuche und der geringen 
Lebensdauer der murinen B-Zellen in Kultur, schränkt es die Verwendung muriner Zellen als 
Modellsystem für EBV ein. Allerdings ermöglichen sowohl die EBV-positiven ES-Zellen als 
auch die daraus in vitro differenzierten B-Zellen eine Abbildung der Latenz II, was ein 
wichtiges Ergebnis dieser Arbeit darstellt und die Möglichkeit bietet virale Latenz II in vitro 
zu untersuchen. Dieser Phänotyp kann in primären, humanen Zellen, dem bisher genutzen in 
vitro Modellsystem, nicht dargestellt werden, da in diesen immer eine Latenz III vorliegt. 
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Die Ergebnisse der Versuche mit EBV-positiven, murinen ES-Zellen liefern wichtige 
Informationen für die Etablierung eines Mausmodells für EBV. Weitere Untersuchungen der 
Transkription und anschließenden mRNA-Prozessierung sind nötig, um Klarheit über die 
Möglichkeiten und Eigenschaften eines Mausmodellsystems zu erhalten. Besonders 
wünschenswert wäre eine Analyse der Promotorenaktivität in den in vitro differenzierten B-
Zellen. Dazu ist es unabdingbar, die Reproduzierbarkeit und die Ausbeute der 
Differenzierungsansätze zu verbessern. Eine zusätzliche Möglichkeit die mRNA-
Prozessierung in murinen B-Zellen zu untersuchen, wäre die Verwendung primärer, muriner 
B-Zellen. Durch innovative Entwicklungen auf dem Gebiet der Transfektion, z. B. durch 
Amaxa Biosystems, mag es in den nächsten Jahren möglich sein, primäre B-Zellen der Maus 
effizient zu transfizieren und das Bild, das sich in den murinen ES- bzw. B-Zellen in dieser 
Arbeit gezeigt hat, abzurunden. 
.
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Abb. 4.28: FACS-Analyse der aus der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1 differenzierten 
 Zellen 
Abb. 4.29: Expression von EBV-Genen in den aus der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3314 A4 
 differenzierten Zellen 
Abb. 4.30: Expression von EBV-Genen in den aus der ES-Zell-Linie Bruce4 EBNA1 3053 P1
  differenzierten Zellen 
7.2. Abkürzungen 
Abb.  Abbildung  
AIDS  „acquired immunodeficiency 
syndrome“ 
ampR  Ampizilinresistenz 
A-MuLV Abelson Murine Leukemia Virus 
APC  „allophycocyanin” 
 
BL  Burkit-Lymphom 
bp  Basenpaar (e) 
bpA  Polyadenylierungssignalsequenz 
 
camR  Chloramphenicolresistenz 
CD  „cluster of differentiation” 
cDNA  „copy DNA” 
 
DMEM  „Dulbecco's Modified Eagle Medium“ 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT  Dithiothreitol 
 
EBER  „EBV expressed RNA”  
EBNA  „EBV-nuclear-antigen“ 
EBV  Epstein-Barr Virus 
E. coli  Escherichia coli  
Erk  „elk-related tyrosine kinase“ 
ES-Zellen Embryonale Stammzellen 
 
FACS  Fluoreszenz-assoziierte Durchfluss 
Zytometrie 
FCS  „fetal calf serum“ 
FITC  „fluorescein isothiocyanate” 
FLP  Resolvase Flip 
FLT3-L  „fms-related tyrosine kinase 3 ligand” 
FRT   Bindungsstellen für Resolvase Flip 




GFP  grün fluoreszierendes Protein  
gp  Glykoprotein 
 
HIV  „human immunodeficiency virus” 
HL  Hodgkin-Lymphom 
HLA   humanes Leukozytenantigen 
HPRT  „hypoxanthine guanine 
phosphoribosyl transferase“ 
HRP  „horseradish peroxidase“ 
hygR  Hygromycinresistenz 
 
ICAM-1 „intercellular adhesion molecule-1“ 
ICM   innere Zellmasse 
Ig  Immunoglobulin 
IL  Interleukin 
IM  infektiöse Mononukleose 
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Jak  Janus-Tyrosinkinase 
JNK  c-Jun-Kinase 
 
kb  Kilobase 
KSHV   Karposi-Sarkom-assoziiertes 
Herpesvirus 
 
LCL  Lymphoblastoide Zell-Linie 
LCV  Lymphokryptoviren 
LIF  Leukämie inhibierender Faktor  
LIFR  LIF-Rezeptor 
LMP  latentes Membranprotein 
LPD  Lymphoproliferativen Erkrankungen 
LPS  Lipopolysaccharid 
 
MACS   „Magnetic Cell Sorting“ 
MAPK   Mitogen-aktivierte-Proteinkinase 
M-CSF  „macrophage colony-stimulating 
factor” 
MHC  „major histocompatibility complex“ 
MHV-68 murines Gammaherpesvirus-68 
mRNA  „messenger RNA” 
 
Neo  Neomycin 
neoR  Neomycinresistenz 
NF-κB  „nuclear factor-κB” 
NOD  „nonobese diabetic“ 
NPK  Nasopharynxkarzinom 
NTP  Nukleosidtriphosphate 
 
Oct4  „octamer factor 4” 
ORC  „origin recognition complex” 
 
parA   ProteinA 
parB   ProteinB 
PBMC  periphere, mononukleare Blutzellen 
PBS  „phosphate buffered saline“ 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
(„polymerase chain reaction“) 
PE  „phycoerythrin” 
PerCP  „peridinin chlorophyll protein” 
PGK  Phosphoglyceratkinase 
POU  „Pit-Oct-Unc” 
 
RBP-Jκ   Recombining binding protein 
suppressor of hairless 
RFP  rotes fluoreszierendes Protein  
rfsF   Resolvase-Bindungsstelle 
RNA  Ribonukleinsäure 
rRNA  „ribosomal RNA“ 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR 
 
SCF  „stem cell factor” 
SCID  „severe combined immunodeficient” 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SSC  „sideward scatter” 
SSEA-1  „stage-specific embryonic antigen 1” 




TNF-R  „tumor necrosis factor receptor“TR
  terminale Repeats 
TRIS  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA  „transfer RNA“ 
 
Upm  Umdrehungen pro Minute 
 
WT  Wildtyp
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